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Abstract	  
	  Chromosomal	  breaks	  are	  extremely	  cytotoxic	  and	  can	  occur	  during	  normal	  cell	  metabolism,	  and	  after	  exposure	  to	  exogenous	  DNA	  damaging	  agents.	  Double	  strand	  breaks	  (DSBs)	  are	  repaired	  to	  maintain	  and	  restore	  genetic	  integrity,	  principally	  through	  two	  major	  pathways:	  homologous	  recombination	  (HR)	  and	  non-­‐homologous	  end-­‐joining	  (NHEJ).	  HR	  can	  be	  error-­‐free	  when	  sister	  chromatids	  are	  used	  as	  a	  template	  for	  repair,	  and	  is	  initiated	  by	  nucleolytic	  resection	  of	  the	  DSB.	  Cyclin-­‐dependent	  kinase	  1	  (Cdk1)	  activity	  is	  crucial	  to	  promote	  HR.	  As	  Cdk1	  activity	  and	  the	  sister	  chromatid	  are	  only	  present	  during	  certain	  cell	  division	  cycle	  stages,	  this	  study	  investigated	  whether	  in	  addition	  to	  Cdk1	  activity	  the	  presence	  of	  an	  intact	  sister	  chromatid	  is	  a	  requirement	  to	  initiate	  HR.	  Conditional	  alleles	  that	  arrest	  the	  cell	  division	  cycle	  with	  separated	  sister	  chromatids	  and	  high	  Cdk1	  activity	  were	  constructed	  in	  budding	  yeast	  and	  used	  to	  investigate	  this	  possibility.	  This	  study	  has	  found	  that	  HR	  occurs	  with	  segregated	  sister	  chromatids	  during	  telophase,	  at	  a	  time	  when	  mitotic	  Cdk1	  activity	  is	  high.	  HR	  is	  also	  less	  efficient	  during	  metaphase	  if	  microtubule	  function	  is	  impaired.	  Overall,	  the	  availability	  of	  the	  sister	  chromatid	  is	  not	  an	  additional	  requirement	  to	  mitotic	  Cdk1	  activity	  to	  promote	  DSB	  repair	  with	  the	  HR	  pathway.	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1 Introduction	  
	  The	  budding	  yeast	  Saccharomyces	  cerevisiae	  is	  a	  model	  organism	  that	  has	  led	  to	  major	  advances	  in	  the	  understanding	  of	  the	  molecular	  pathways	  of	  the	  cell	  division	  cycle	  and	  DNA	  double	  strand	  break	  (DSB)	  repair.	  This	  model	  system	  will	  form	  the	  reference	  from	  which	  to	  discuss	  this	  thesis,	  with	  appropriate	  note	  made	  to	  other	  organisms,	  including	  humans,	  as	  appropriate.	  	  
1.1 Progression	  through	  the	  cell	  division	  cycle	  	  The	  cell	  division	  cycle	  (CDC)	  describes	  highly	  orchestrated	  pathways	  that	  result	  in	  cell	  growth	  (G1	  and	  G2	  phases;	  ‘gap’	  or	  ‘growth’),	  and	  the	  accurate	  duplication	  (S	  phase;	  ‘synthesis’)	  and	  segregation	  of	  the	  chromosome	  complement	  (M	  phase;	  mitosis)	  equally	  into	  daughter	  cells	  (cytokinesis).	  The	  cell	  division	  cycle	  progresses	  from	  interphase	  (from	  G1,	  to	  S,	  and	  to	  G2	  phases)	  to	  mitosis	  (from	  prophase,	  metaphase,	  anaphase,	  to	  telophase),	  through	  to	  cytokinesis	  and	  daughter	  cell	  formation.	  In	  eukaryotes,	  progression	  through	  the	  cell	  division	  cycle	  is	  largely	  determined	  by	  a	  complex	  network	  of	  interactions	  between	  a	  series	  of	  cyclin	  partners	  with	  cyclin-­‐dependant	  kinases	  (Cdks),	  modulated	  by	  regulators.	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Sister	  chromatid	  formation	  during	  S	  phase	  and	  accurate	  chromosome	  segregation	  during	  mitosis	  are	  crucial	  processes	  required	  for	  cell	  viability.	  Thus	  there	  are	  two	  major	  transition	  points	  during	  the	  cell	  division	  cycle:	  G1	  to	  S	  phase	  entry	  and	  the	  metaphase	  to	  anaphase	  transition	  during	  mitosis.	  In	  contrast	  to	  other	  higher	  eukaryotes	  the	  G2	  to	  M	  phase	  transition	  is	  poorly	  defined	  in	  budding	  yeast.	  Furthermore,	  mitotic	  spindle	  formation	  and	  spindle	  pole	  body	  duplication	  are	  initiated	  during	  S	  phase,	  and	  are	  dependent	  on	  the	  activity	  of	  the	  major	  budding	  yeast	  Cdk,	  Cdk1	  (Lim	  et	  al.,	  1996).	  
	  
1.1.1 Regulation	  of	  the	  cell	  division	  cycle	  through	  Cdk	  activity	  	  Cell	  division	  cycle	  progression	  follows	  an	  order	  determined	  by	  a	  network	  of	  regulatory	  molecular	  switches.	  As	  a	  cell	  progresses	  through	  the	  cycle	  biochemical	  changes	  in	  the	  activity	  of	  kinases	  alters	  phosphorylation	  and	  a	  legion	  of	  downstream	  pathways.	  Cdk	  level	  is	  relatively	  constant	  throughout	  the	  cell	  division	  cycle	  but	  activity	  oscillates	  due	  to	  regulation	  through	  complex	  formation	  with	  different	  cyclin	  partners	  in	  an	  ordered	  sequence	  at	  different	  cell	  cycle	  stages.	  Nomenclature	  of	  cell	  division	  cycle	  proteins	  varies	  between	  S.	  cerevisiae	  and	  humans,	  as	  outlined	  in	  Table	  1.	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Table	  1.	  The	  cyclin-­‐dependent	  kinases	  (Cdks)	  and	  their	  respective	  cyclin	  
partner	  during	  the	  cell	  division	  cycle	  in	  budding	  yeast	  and	  humans.	  	  
Organism	   	   Cell	  division	  cycle	  phase	  
	   	   G1	   G1/S	   S	   G2/M	  
S.	  cerevisiae	  
Cyclin	   Cln3	   Cln1,	  2	   Clb	  5,	  6	   Clb	  1,	  2,	  3,	  4	  
Cdk	   Cdk1	  
H.	  sapiens	  
Cyclin	   Cyclin	  D1,	  2,	  3	   Cyclin	  E	   Cyclin	  A	   Cyclin	  B	  
Cdk	   Cdk	  4,	  6	   Cdk	  2	   Cdk	  2,	  1	   Cdk	  1	  
	  	  
CDK1	  was	  identified	  in	  a	  genetic	  screen	  for	  genes	  that	  control	  cell	  division	  cycle	  progression	  (Hartwell,	  1974;	  Hartwell	  et	  al.,	  1973).	  Evolutionary	  conservation	  of	  cell	  division	  cycle	  control	  has	  been	  demonstrated	  in	  cross	  species	  complementation	  experiments.	  Cdks	  and	  cyclins	  are	  conserved	  between	  yeast	  and	  humans.	  Human	  Cdc2	  complements	  for	  S.	  cerevisiae	  Cdk1	  (Wittenberg	  and	  Reed,	  1989)	  and	  S.	  pombe	  Cdc2	  (Lee	  and	  Nurse,	  1987).	  Human	  cyclins	  also	  complement	  for	  budding	  yeast	  cyclins	  (Lew	  et	  al.,	  1991).	  	  	  In	  budding	  yeast,	  there	  are	  twenty-­‐three	  cyclins	  that	  regulate	  six	  conserved	  Cdks,	  of	  which	  Cdk1	  (also	  known	  as	  Cdc28,	  Hsl5,	  and	  Srm5)	  is	  necessary	  and	  sufficient	  to	  drive	  progression	  through	  the	  cell	  division	  cycle.	  Other	  Cdks	  include:	  Pho85	  (also	  known	  as	  Lbd15	  and	  is	  similar	  to	  mammalian	  Cdk5)	  (Huang	  et	  al.,	  1999),	  Kin28	  (similar	  to	  mammalian	  Cdk7),	  Ssn3	  (also	  known	  as	  Cdk8,	  Nut7,	  Gig2,	  Srb10,	  Rye5,	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and	  Ume5;	  similar	  to	  mammalian	  Cdk8),	  Ctk1	  (similar	  to	  human	  Cdk12	  and	  probably	  Cdk13)	  and	  Bur1	  (similar	  to	  mammalian	  Cdk9)	  (Enserink	  and	  Kolodner,	  2010).	  Pho85	  supports	  Cdk1-­‐related	  functions	  mainly	  during	  G1	  but	  also	  has	  a	  role	  during	  other	  cell	  division	  cycle	  phases	  (Toh-­‐e	  et	  al.,	  1988;	  Wysocki	  et	  al.,	  2006).	  These	  Cdks	  mainly	  function	  at	  the	  level	  of	  transcription.	  	  	  
1.1.2 Regulation	  of	  the	  budding	  yeast	  cell	  division	  cycle	  through	  Cdk1	  activity	  	  Cdk1	  function	  is	  best	  understood	  in	  budding	  yeast,	  where	  like	  in	  humans	  it	  is	  298	  amino	  acids	  in	  length.	  The	  crystal	  structure	  of	  human	  CDK2	  that	  is	  important	  for	  G1	  to	  S	  phase	  transition	  was	  used	  to	  model	  CDK1	  and	  cyclin	  B	  (Clb	  1	  to	  6)	  interaction	  (De	  Bondt	  et	  al.,	  1993;	  McGrath	  et	  al.,	  2005).	  Cdk1	  is	  a	  proline-­‐directed	  serine	  and	  threonine	  kinase	  that	  phosphorylates	  the	  consensus	  sequence	  S/T-­‐P-­‐x-­‐K/R	  (serine	  or	  threonine,	  proline,	  x	  is	  any	  amino	  acid,	  K	  is	  lysine,	  and	  arginine),	  and	  also	  the	  minimal	  consensus	  sequence	  S/T-­‐P.	  It	  might	  also	  be	  possible,	  at	  least	  in	  vitro,	  that	  Cdk1	  can	  also	  phosphorylate	  non-­‐SP/TP	  sites.	  Cdk1	  has	  at	  least	  308	  potential	  substrates	  with	  547	  phosphorylation	  sites,	  identified	  with	  quantitative	  mass	  spectrometry,	  SILAC	  (stable	  isotope	  labelling	  of	  amino	  acids	  in	  culture)	  (Holt	  et	  al.,	  2009).	  Cells	  with	  a	  CDK1-­‐AS1	  allele,	  which	  has	  a	  larger	  than	  normal	  ATP	  binding	  pocket	  that	  can	  be	  conditionally	  and	  selectively	  inhibited	  by	  the	  pyrimidine-­‐based	  ATP	  analogue	  1-­‐NMPP-­‐1,	  were	  used	  to	  determine	  that	  most	  phosphorylation	  sites	  are	  not	  evolutionarily	  conserved	  as	  precise	  positioning	  of	  phosphorylation	  is	  not	  required	  for	  regulation	  of	  substrates	  (Holt	  et	  al.,	  2009).	  Of	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the	  300	  phosphorylation	  targets	  identified	  by	  SILAC	  (Holt	  et	  al.,	  2009),	  at	  least	  75	  targets	  have	  been	  verified	  in	  vivo	  (Enserink	  and	  Kolodner,	  2010).	  The	  timing	  and	  ordering	  of	  cell	  division	  cycle	  events	  depend	  on	  gradual	  changes	  in	  the	  substrate	  specificity	  of	  Cdk1	  (Koivomagi	  et	  al.,	  2011).	  	  The	  ordered	  interaction	  between	  Cdk1	  and	  nine	  cyclins	  (Table	  1)	  during	  the	  cell	  division	  cycle	  is	  important	  for	  activation	  of	  its	  kinase	  activity,	  and	  also	  for	  recruitment	  and	  selection	  of	  substrates.	  Some	  cyclins	  have	  a	  hydrophobic	  patch	  that	  binds	  the	  RXL	  or	  Cy	  motif	  on	  Cdk1	  substrates,	  which	  is	  important	  for	  substrate	  selection	  of	  some	  Cdk1-­‐cyclin	  complexes,	  including	  Cdk1-­‐Clb5	  (Archambault	  et	  al.,	  2005).	  For	  other	  cyclins	  the	  patch	  helps	  determine	  the	  cellular	  localization	  of	  the	  cyclin-­‐Cdk1	  complex,	  e.g.,	  Cdk1-­‐Clb2	  (Archambault	  et	  al.,	  2005).	  The	  activity	  of	  Cdk1	  toward	  the	  consensus	  motif	  increases	  gradually	  in	  the	  sequence	  Cln2-­‐Clb5-­‐Clb3-­‐Clb2,	  in	  parallel	  with	  cell	  division	  cycle	  progression	  and	  overall	  Cdk1	  activity,	  which	  peaks	  during	  mitosis	  with	  Cdk1-­‐Clb2	  (Koivomagi	  et	  al.,	  2011).	  	  Cell	  division	  cycle	  progression	  is	  dependent	  on	  the	  ordered	  expression	  of	  cyclins	  as	  different	  Cdk1-­‐cyclin	  partner	  complexes	  are	  critical	  for	  the	  phosphorylation	  of	  substrates.	  However,	  significant	  redundancy	  exists	  between	  substrates	  of	  Cdk1-­‐cyclin	  complexes.	  For	  example,	  overexpression	  of	  Cln1	  can	  rescue	  the	  lethality	  of	  
clb1Δ,	  clb2Δ,	  clb3Δ,	  clb4Δ,	  clb5Δ,	  clb6Δ	  (Haase	  and	  Reed,	  1999).	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In	  addition	  to	  the	  critical	  function	  of	  cell	  division	  cycle	  progression	  Cdk1	  activity	  is	  required	  for	  a	  variety	  of	  other	  cellular	  functions	  that	  maintain	  genome	  stability	  viability:	  cell	  morphogenesis,	  cell	  polarisation,	  cell	  wall	  synthesis	  and	  remodelling,	  cell	  growth	  and	  response	  to	  pheromones	  and	  other	  factors,	  transcriptional	  programmes,	  DNA	  replication,	  chromosome	  cohesion	  and	  condensation,	  chromosomal	  attachment	  to	  the	  mitotic	  spindle,	  spindle	  positioning	  and	  elongation,	  chromosome	  segregation,	  regulation	  of	  spindle	  pole	  bodies,	  exit	  from	  mitosis,	  genome	  stability,	  DSB	  repair	  and	  checkpoint	  activation	  (Enserink	  and	  Kolodner,	  2010).	  	  
1.1.3 Regulation	  of	  Cdk1	  activity	  during	  the	  budding	  yeast	  cell	  division	  cycle	  	  Cdk1	  is	  inactive	  during	  early	  G1	  as	  cyclins	  are	  at	  low	  concentrations	  and	  cyclin	  dependent	  kinase	  inhibitors	  (CKIs)	  Sic1	  and	  Far1	  are	  present	  (Alberghina	  et	  al.,	  2004;	  Schwob	  et	  al.,	  1994).	  Cdk1	  activity	  increases	  during	  late	  G1,	  as	  CKIs	  are	  degraded	  and	  cyclin	  levels	  rise	  (Schwob	  and	  Nasmyth,	  1993).	  Cdk1	  activity	  progressively	  rises	  during	  S	  phase	  and	  peaks	  during	  mitotic	  telophase,	  after	  which	  it	  falls	  because	  cyclins	  are	  destroyed	  and	  CKIs	  are	  expressed	  again	  (Amon	  et	  al.,	  1994).	  Cdk1	  substrates	  are	  dephosphorylated	  principally	  through	  the	  activity	  of	  Cdc14	  (Taylor	  et	  al.,	  1997;	  Visintin	  et	  al.,	  1998).	  Cdc15	  acts	  upstream	  of	  Cdc14	  and	  is	  required	  for	  complete	  activation,	  and	  cells	  with	  temperature-­‐conditional	  alleles	  
cdc14-­‐1	  or	  cdc15-­‐2	  are	  unable	  to	  progress	  beyond	  telophase	  because	  of	  high	  Cdk1-­‐Clb2	  activity	  and	  persistent	  phosphorylation	  of	  Cdk1	  downstream	  substrates	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(Jaspersen	  and	  Morgan,	  2000;	  Visintin	  et	  al.,	  1998).	  The	  fall	  in	  Cdk1	  activity	  signals	  mitotic	  exit	  and	  resets	  the	  cell	  division	  cycle	  to	  a	  G1	  state,	  with	  low	  Cdk1	  activity	  and	  mother-­‐daughter	  bud	  cytokinesis.	  Indeed,	  down	  regulation	  of	  Cdk1	  activity	  with	  GAL-­‐SIC1	  can	  overcome	  telophase	  cell	  division	  cycle	  arrest	  (Yuste-­‐Rojas	  and	  Cross,	  2000).	  Furthermore,	  fluctuations	  in	  Cdk1	  activity	  serve	  important	  functions	  in	  restricting	  DNA	  replication,	  DNA	  repair,	  and	  chromosome	  segregation,	  to	  specific	  phases	  of	  the	  cell	  division	  cycle,	  safeguarding	  unidirectional	  flow	  through	  the	  cell	  division	  cycle,	  maintaining	  genome	  stability.	  	  The	  three	  G1	  cyclins	  (Cln1,	  Cln2,	  and	  Cln3)	  have	  different	  roles	  and	  can	  substitute	  for	  each	  other	  to	  pass	  START	  (an	  irreversible	  commitment	  to	  enter	  and	  complete	  the	  cell	  division	  cycle)	  to	  enter	  S	  phase.	  However,	  a	  triple	  knockout	  cln1Δ	  cln2Δ	  
cln3Δ	  is	  not	  viable	  (Richardson	  et	  al.,	  1989),	  thus	  most	  cell	  division	  cycle	  experiments	  with	  G1	  arrested	  cells	  are	  performed	  with	  the	  mating	  pheromone	  α–factor	  in	  cells	  with	  MATA,	  or	  infrequently	  a-­‐factor	  in	  cells	  with	  MATα.	  	  
CLN3	  transcription	  levels	  are	  almost	  constant	  throughout	  the	  cell	  division	  cycle	  thus	  Cln3	  levels	  change	  with	  post-­‐transcriptional	  regulation	  (Dirick	  et	  al.,	  1995;	  Tyers	  et	  al.,	  1992).	  Whi3	  sequestration	  of	  CLN3	  mRNA	  in	  the	  endoplasmic	  reticulum	  (ER)	  prevents	  accumulation	  of	  nuclear	  Cdk1-­‐Cln3	  until	  late	  G1,	  facilitated	  by	  interaction	  with	  Ssa1	  and	  Ssa2	  (HSP70-­‐related	  chaperones)	  (Wang	  et	  al.,	  2004a).	  ER	  release	  of	  Cln3-­‐Cdk1	  and	  cell	  cycle	  entry	  are	  mediated	  by	  Ydj1,	  which	  induces	  ATPase	  activity	  of	  Ssa1/2	  (Verges	  et	  al.,	  2007).	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Cln3	  controls	  transcription	  of	  CLN1	  and	  CLN2,	  and	  is	  an	  important	  regulator	  for	  cell	  cycle	  entry	  (Cross	  and	  Tinkelenberg,	  1991;	  Dirick	  et	  al.,	  1995;	  Dirick	  and	  Nasmyth,	  1991;	  Tyers	  et	  al.,	  1993).	  Cln1	  and	  Cln2	  are	  responsible	  for	  initiation	  of	  bud	  morphogenesis	  and	  spindle	  pole	  body	  duplication	  (centrosomes	  in	  humans).	  All	  three	  G1	  cyclins	  are	  themselves	  phosphorylated	  by	  Cdk1-­‐Cln	  complexes,	  which	  targets	  them	  for	  SCF	  (a	  form	  of	  Skp,	  Cullin,	  F-­‐box	  E3	  ubiquitin	  ligase	  complex	  catalysing	  the	  ubiquitination	  of	  proteins)	  mediated	  proteasomal	  degradation	  (Lanker	  et	  al.,	  1996;	  Skowyra	  et	  al.,	  1999;	  Tyers	  et	  al.,	  1992).	  	  	  After	  G1,	  six	  B-­‐type	  cyclins	  (Clb1-­‐6)	  associate	  with	  Cdk1	  to	  drive	  cell	  division	  cycle	  progression.	  Clb5	  and	  Clb6	  are	  expressed	  during	  G1	  and	  are	  important	  for	  appropriate	  transition	  in	  to	  S	  phase	  (Schwob	  et	  al.,	  1994),	  and	  in	  preventing	  the	  firing	  of	  origins	  of	  replication	  that	  have	  already	  fired	  preventing	  DNA	  re-­‐duplication	  (Dahmann	  et	  al.,	  1995).	  Clb6	  inhibits	  transcription	  of	  G1	  programs	  (Geymonat	  et	  al.,	  2004;	  Sidorova	  et	  al.,	  1995)	  and	  is	  targeted	  for	  destruction	  by	  the	  SCF	  by	  Cdk1	  and	  Pho85	  phosphorylation	  at	  the	  G1/S	  border	  (Jackson	  et	  al.,	  2006).	  Clb5	  is	  required	  for	  efficient	  DNA	  replication	  (Donaldson	  et	  al.,	  1998)	  and	  remains	  stable	  until	  mitosis,	  when	  the	  APC	  (anaphase-­‐promoting	  complex,	  an	  E3	  ubiquitin	  ligase	  that	  mediates	  ubiquitin-­‐dependent	  protein	  degradation)	  destruction	  box	  is	  targeted	  for	  destruction	  (Jackson	  et	  al.,	  2006).	  Clb5	  substrate	  specificity	  for	  early	  S	  phase	  events	  is	  dependent	  on	  the	  hydrophobic	  patch	  of	  the	  RXL	  or	  Cy	  motif	  (Loog	  and	  Morgan,	  2005).	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Expression	  of	  CLB3	  and	  CLB4	  occurs	  from	  S	  phase	  to	  anaphase,	  and	  Clb3	  and	  Clb4	  are	  involved	  in	  DNA	  replication,	  G2/M-­‐phase	  transition,	  and	  spindle	  assembly	  (Richardson	  et	  al.,	  1992).	  During	  the	  G2/M	  phases,	  CLB1	  and	  CLB2	  expression	  regulates	  mitotic	  events	  such	  as	  spindle	  elongation,	  and	  bud	  morphogenesis	  by	  inducing	  the	  switch	  from	  polar	  to	  isotropic	  bud	  growth,	  before	  destruction	  at	  the	  end	  of	  M	  phase	  with	  reduced	  Cdk1	  activity	  completed	  by	  the	  actions	  of	  Cdc14	  (Lew	  and	  Reed,	  1993).	  	  	  
1.1.4 Other	  modulators	  of	  Cdk1	  activity	  and	  control	  of	  mitotic	  exit	  	  Far1	  and	  Sic1	  (also	  known	  as	  Sdb25)	  are	  cyclin	  dependent	  kinase	  inhibitors	  (CKIs)	  that	  bind	  Cdk1-­‐cyclin	  complexes	  to	  prevent	  interaction	  with	  substrates	  (Chang	  and	  Herskowitz,	  1990).	  Sic1	  inhibitory	  domain	  has	  structural,	  but	  not	  sequence,	  homology	  to	  mammalian	  p27KIP1	  (Barberis	  et	  al.,	  2005).	  Expression	  of	  Far1	  and	  Sic1	  occurs	  between	  the	  M/G1	  and	  G1/S	  boundaries	  of	  the	  cell	  division	  cycle.	  Both	  proteins	  are	  quite	  unstable	  outside	  of	  G1.	  At	  START,	  Far1	  inhibits	  G1	  Cdk1-­‐Cln	  complexes,	  especially	  if	  pheromone	  is	  present	  (Alberghina	  et	  al.,	  2004;	  Peter	  and	  Herskowitz,	  1994).	  Sic1	  inhibits	  B-­‐type	  cyclin	  complexes	  (Schwob	  et	  al.,	  1994).	  Thus	  cells	  are	  only	  able	  to	  enter	  S	  phase	  when	  G1	  cyclins	  have	  reached	  a	  certain	  threshold	  to	  raise	  Cdk1-­‐Cln	  activity	  such	  that	  both	  Far1,	  on	  S87,	  and	  Sic1,	  on	  at	  least	  six	  sites,	  are	  phosphorylated	  and	  targeted	  for	  degradation	  by	  the	  SCF	  (Gartner	  et	  al.,	  1998;	  Nash	  et	  al.,	  2001).	  Given	  that	  viability	  of	  cln1Δ	  cln2Δ	  cln3Δ	  can	  be	  rescued	  with	  SIC1Δ	  perhaps	  the	  essential	  function	  of	  Cdk1-­‐Cln	  is	  degradation	  of	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Sic1	  (Schneider	  et	  al.,	  1996).	  Indeed,	  Sic1	  is	  also	  re-­‐expressed	  in	  late	  M	  phase	  and	  contributes	  to	  mitotic	  exit	  and	  cell	  division	  cycle	  reset	  to	  G1,	  with	  low	  Cdk1	  activity	  after	  Cdk1	  target	  substrate	  phosphorylation	  has	  been	  reversed	  by	  Cdc14.	  	  Cak1	  (Cdk-­‐activating	  kinase)	  is	  a	  highly	  diverged	  Cdk	  family	  member	  compared	  to	  vertebrates	  and	  activates	  several	  Cdks,	  including	  Cdk1	  (Enke	  et	  al.,	  1999;	  Espinoza	  et	  al.,	  1996).	  Cak1	  phosphorylates	  Cdk1	  on	  T169	  located	  within	  the	  T-­‐loop	  (a	  large	  flexible	  loop	  that	  rises	  from	  the	  C-­‐terminal	  lobe	  that	  requires	  phosphorylation	  for	  full	  Cdk1	  activity),	  enabling	  its	  movement	  to	  expose	  the	  substrate-­‐binding	  region,	  facilitating	  subsequent	  cyclin	  complex	  formation	  (Ross	  et	  al.,	  2000).	  This	  improves	  the	  number	  of	  contacts	  between	  Cdk1	  and	  its	  cyclin	  partners	  (Kaldis	  et	  al.,	  1996).	  T-­‐loop	  phosphorylation	  and	  cyclin	  binding	  are	  both	  required	  for	  full	  kinase	  activity	  (Thuret	  et	  al.,	  1996).	  However,	  as	  phosphorylation	  fluctuates	  little	  throughout	  the	  cell	  division	  cycle,	  Cdk1	  activity	  is	  predominantly	  determined	  by	  cyclin	  binding	  (Espinoza	  et	  al.,	  1996;	  Ross	  et	  al.,	  2000).	  The	  conserved	  PSTAIRE	  helix	  of	  the	  upper	  kinase	  lobe	  directly	  interacts	  with	  the	  cyclin	  upon	  binding	  and	  moves	  inward,	  causing	  reorientation	  of	  residues	  that	  interact	  with	  the	  phosphates	  of	  ATP.	  The	  phosphatases	  Ptc2	  and	  Ptc3	  can	  reverse	  Cdk1	  T169	  phosphorylation	  but	  the	  physiological	  significance	  of	  this	  is	  unclear.	  Their	  overexpression	  in	  the	  context	  of	  a	  temperature-­‐sensitive	  cak1	  allele	  results	  in	  synthetic	  lethality	  (Cheng	  et	  al.,	  1999).	  	  	  	   	  
Introduction	  
	   25	  
Swe1	  (homolog	  of	  Wee1,	  which	  influences	  cell	  size	  and	  inhibits	  entry	  in	  to	  mitosis)	  is	  a	  tyrosine	  kinase	  that	  inhibits	  Cdk1	  activity	  by	  Y19	  phosphorylation	  (Booher	  et	  al.,	  1993).	  This	  is	  reversed	  by	  Mih1	  (Cdc25	  in	  higher	  eukaryotes)	  to	  promote	  mitotic	  entry,	  although	  relatively	  little	  is	  known	  about	  its	  regulation	  (Russell	  et	  al.,	  1989).	  Swe1	  is	  responsible	  for	  cell	  division	  cycle	  delay	  in	  response	  to	  actin	  and	  septin	  cytological	  stresses,	  known	  as	  the	  morphogenesis	  checkpoint	  (Lew	  and	  Reed,	  1993,	  1995).	  In	  contrast,	  Wee1	  in	  higher	  eukaryotes	  can	  arrest	  the	  cell	  division	  cycle	  in	  the	  presence	  of	  DNA	  damage	  (Blasina	  et	  al.,	  1999).	  Thus	  swe1Δ	  cells	  exhibit	  reduced	  cell	  size	  under	  normal	  growth	  conditions	  (Harvey	  and	  Kellogg,	  2003)	  while	  mih1Δ	  results	  in	  a	  large	  cell	  with	  delayed	  mitotic	  entry.	  	  Swe1	  is	  stable	  during	  G1	  and	  peaks	  during	  S	  phase,	  becoming	  unstable	  during	  G2/M	  phases	  when	  it	  is	  rapidly	  degraded	  by	  SCF	  and	  APC	  (Sia	  et	  al.,	  1998;	  Thornton	  and	  Toczyski,	  2003).	  It	  preferentially	  phosphorylates	  the	  Cdk1-­‐Clb2	  complex,	  with	  intermediate	  activity	  on	  Cdk1-­‐Clb3-­‐	  or	  -­‐Clb4	  complexes,	  and	  low	  activity	  on	  the	  -­‐Clb5	  or	  -­‐Clb6	  complexes	  that	  act	  earlier	  during	  the	  cell	  division	  cycle	  (Booher	  et	  al.,	  1993;	  Hu	  and	  Aparicio,	  2005;	  Keaton	  et	  al.,	  2007).	  In	  the	  presence	  of	  Sic1,	  Cdk1	  in	  complex	  with	  Clb5	  or	  Clb6	  is	  protected	  from	  Swe1-­‐mediated	  phosphorylation	  during	  earlier	  cell	  division	  cycle	  phases,	  but	  in	  the	  absence	  of	  Sic1	  during	  later	  cell	  division	  cycle	  phases,	  Cdk1	  in	  complex	  with	  Clb1	  or	  Clb2	  is	  a	  Swe1	  substrate	  (Keaton	  et	  al.,	  2007).	  Mih1	  is	  hyper-­‐phosphorylated	  by	  CK1	  (casein	  kinase	  1).	  Mih1	  is	  a	  Cdk1	  phosphorylation	  target	  and	  Cdk1-­‐mediated	  dephosphorylation	  of	  Mih1	  is	  required	  to	  cell	  division	  cycle	  entry	  in	  to	  mitosis	  (Pal	  et	  al.,	  2008).	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The	  precise	  function	  of	  Cks1	  remains	  undermined.	  It	  was	  identified	  as	  a	  high-­‐copy	  number	  plasmid	  suppressor	  of	  temperature	  sensitive	  Cdk1	  alleles	  (cdc28-­‐4,	  cdc28-­‐
9,	  and	  cdc28-­‐13),	  and	  cks1	  disruption	  arrests	  cells	  during	  G1	  phase,	  and	  Cks1	  is	  physically	  associated	  with	  Cdk1	  (Hadwiger	  et	  al.,	  1989).	  Ck1	  may	  also	  have	  a	  role	  in	  transcription	  by	  recruiting	  the	  proteasome	  to	  promoter	  regions,	  as	  observed	  for	  
CDC20	  the	  essential	  APC	  component	  which	  is	  required	  for	  cell	  division	  cycle	  progression	  past	  metaphase	  (Morris	  et	  al.,	  2003).	  Indeed,	  Cks1	  is	  required	  for	  mitotic	  cyclin	  proteolysis	  and	  increases	  the	  activity	  of	  Cdk1-­‐Cln	  complexes	  to	  aid	  progression	  through	  to	  G1	  phase	  (Kaiser	  et	  al.,	  1999).	  	  Cdk1	  is	  acetylated	  on	  the	  conserved	  K40	  site,	  although	  the	  acetyl	  transferase	  has	  yet	  to	  be	  identified	  (Choudhary	  et	  al.,	  2009).	  Gcn5	  is	  a	  potential	  candidate	  known	  to	  acetylate	  human	  Cdk9	  but	  gcn5Δ	  is	  viable	  therefore	  additional	  transferases	  must	  exist	  as	  lysine	  to	  arginine	  residue	  mutation	  alone	  results	  in	  lethality	  (Sabo	  et	  al.,	  2008).	  	  	  	  Cdc20,	  also	  known	  as	  Pac5,	  is	  a	  Cdk1	  target	  (Ubersax	  et	  al.,	  2003).	  CDC20	  orthologs	  have	  also	  been	  identified	  in	  yeast,	  worms,	  flies,	  and	  humans.	  Indeed	  the	  human	  gene	  complements	  in	  budding	  yeast	  CDC20.	  It	  regulates	  the	  activity	  and	  substrate	  specificity	  of	  the	  APC	  (Tavormina	  and	  Burke,	  1998).	  The	  levels	  of	  Cdc20	  rise	  as	  cells	  enter	  mitosis	  and	  fall	  as	  they	  exit.	  Cdc20	  is	  bound	  to	  the	  APC	  during	  M	  phase,	  and	  possibly	  during	  late	  G2.	  Thus	  the	  timing	  of	  the	  association	  between	  Cdc20	  with	  the	  APC	  is	  regulated.	  Cdc20	  activates	  APC	  and	  Pds1	  (a	  protein	  complex	  with	  the	  cysteine	  protease	  Esp1	  (separase	  or	  separin)),	  enabling	  cleavage	  of	  cohesin	  by	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degradation	  of	  Esp1	  resulting	  in	  separation	  of	  sister	  chromatids,	  and	  Clb5	  and	  Clb3,	  facilitating	  the	  metaphase-­‐to-­‐anaphase	  transition	  (Lim	  et	  al.,	  1998).	  The	  temperature	  conditional	  allele	  cdc20-­‐1	  at	  the	  restrictive	  temperature	  results	  in	  cell	  division	  cycle	  arrest	  during	  metaphase	  (Tavormina	  and	  Burke,	  1998).	  The	  motor	  proteins	  Cin8	  and	  Kip1,	  the	  polo	  kinase	  Cdc5,	  and	  the	  spindle	  disassembly	  factor	  Ase1	  are	  also	  targeted	  for	  degradation.	  Cdh1	  (Cdc20	  homolog	  1)	  is	  another	  APC	  activator	  that	  regulates	  exit	  from	  mitosis	  into	  G1.	  	  	  
CDC14	  is	  also	  called	  OAF3	  and	  encodes	  a	  protein	  phosphatase	  that	  is	  essential	  for	  mitotic	  exit	  and	  reversal	  of	  Cdk1	  activity.	  During	  meiosis	  Cdc14	  may	  have	  a	  role	  in	  coordinating	  spindle	  disassembly	  and	  the	  two	  consecutive	  chromosome	  segregation	  events.	  Human	  CDC14B	  complements	  budding	  yeast	  CDC14	  during	  mitotic	  growth.	  CDC14	  belongs	  to	  a	  subfamily	  of	  dual-­‐specificity	  protein	  phosphatases	  that	  can	  dephosphorylate	  serine,	  threonine,	  and	  tyrosine	  residues.	  It	  can	  dephosphorylate	  S	  and	  M	  phase	  mitotic	  cyclin	  substrates	  to	  coordinate	  the	  metaphase	  to	  anaphase	  transition,	  spindle	  disassembly,	  and	  completion	  of	  cytokinesis	  (Jaspersen	  et	  al.,	  1998;	  Visintin	  et	  al.,	  1998).	  Thus	  Cdc14	  reverses	  Cdk1	  phosphorylation	  targets	  during	  mitosis.	  	  Cdc14	  is	  inactive	  during	  most	  of	  the	  cell	  division	  cycle	  because	  is	  it	  sequestered	  by	  the	  Cdk1	  target	  Net1	  (also	  known	  as	  Cfi1)	  (Ubersax	  et	  al.,	  2003),	  as	  part	  of	  the	  RENT	  complex	  (Figure	  1).	  During	  mitosis,	  FEAR	  (CDC	  fourteen	  early	  anaphase	  release)	  and	  MEN	  (mitotic	  exit	  network),	  through	  phosphorylation	  by	  Dbf2,	  are	  responsible	  for	  regulating	  nucleolar	  release	  and	  activation	  of	  Cdc14	  by	  its	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dissociation	  from	  Net1p	  (Grandin	  et	  al.,	  1998;	  Torres-­‐Rosell	  et	  al.,	  2004).	  Thus,	  during	  early	  anaphase	  Cdc14	  relocates	  to	  the	  spindle	  pole	  body,	  followed	  by	  the	  cytoplasm	  and	  bud	  neck	  and	  during	  late	  anaphase.	  Completion	  of	  mitosis	  is	  signalled	  by	  return	  of	  Cdc14	  to	  the	  nucleolus	  and	  low	  Cdk1	  activity.	  	  	  	  Cdc15,	  also	  called	  LYT1,	  is	  a	  protein	  kinase	  targeted	  by	  Cdk1	  and	  is	  part	  of	  the	  MEN.	  It	  is	  also	  required	  for	  spindle	  disassembly	  after	  meiosis	  II.	  Humans	  do	  not	  have	  a	  CDC15	  homolog.	  During	  late	  anaphase	  in	  budding	  yeast,	  Cdc15	  localises	  to	  the	  spindle	  pole	  bodies	  and	  is	  responsible	  for	  mitotic	  exit	  (Figure	  1)	  by	  directly	  switching	  on	  the	  kinase	  activity	  of	  the	  Cdk1	  target	  Dbf2	  (Ubersax	  et	  al.,	  2003).	  It	  also	  functions	  as	  an	  activator	  and	  substrate	  for	  Cdc14	  (Jaspersen	  and	  Morgan,	  2000).	  During	  S	  phase,	  Cdc15	  localises	  to	  the	  cytoplasm	  during	  DNA	  replication	  stress.	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Figure	  1.	  The	  relationship	  between	  Cdk1	  activity,	  Cdc14,	  and	  mitotic	  exit	  with	  
FEAR	  and	  MEN.	  Cdk1	  activity	  is	  required	  for	  mitotic	  exit	  and	  its	  own	  degradation.	  Cdk1	  is	  required	  for	  sister	  chromatid	  segregation	  after	  cleavage	  of	  cohesin	  mediated	  through	  release	  of	  Esp1.	  Cdk1	  and	  Cdc5,	  with	  Esp1-­‐mediated	  inhibition	  of	  phosphatase	  PP2ACdc55,	  results	  in	  accumulation	  of	  phosphorylated	  Net1,	  which	  releases	  sequestered	  and	  inactive	  Cdc14	  from	  the	  nucleolus,	  activating	  the	  FEAR	  network.	  Small	  amounts	  of	  Cdc14	  create	  positive	  feedback	  loops	  (green	  arrows).	  Phosphatase	  PP2ACdc55	  inhibition	  with	  Cdc5	  inactivated	  Bfa1-­‐Bub2,	  results	  in	  	  the	  activation	  of	  the	  small	  GTPase	  Tem1,	  indirectly	  supported	  by	  Lte1	  (dashed	  lines).	  Tem1	  with	  Cdk1-­‐mediated	  dephosphorylation	  of	  Cdc15,	  triggers	  MEN	  and	  full	  activation	  of	  Cdc14	  by	  facilitating	  release	  from	  Net1.	  Without	  Cdc14	  or	  Cdc15,	  Cdk1	  activity	  remains	  high,	  associated	  with	  mitotic	  cyclins	  including	  Clb2,	  after	  segregation	  of	  sister	  chromatids.	  Illustration:	  ©	  2010	  Enserink	  and	  Kolodner	  (Enserink	  and	  Kolodner,	  2010).	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1.2 DNA	  damage	  from	  double	  strand	  breaks	  (DSBs)	  and	  their	  repair	  	  	  DNA	  is	  constantly	  exposed	  to	  both	  exogenous	  and	  endogenous	  sources	  of	  damage.	  One	  of	  the	  most	  cytotoxic	  forms	  of	  DNA	  damage	  is	  a	  double	  strand	  DNA	  break.	  DSBs	  may	  occur	  during	  normal	  cell	  turnover,	  when	  replication	  forks	  encounter	  blocking	  lesions	  or	  collapse,	  during	  programmed	  genome	  rearrangements	  induced	  by	  nucleases	  (immune	  cell	  V(D)J	  and	  class-­‐switch	  recombination	  in	  higher	  eukaryotes,	  meiosis,	  and	  budding	  yeast	  mating-­‐type	  switching),	  and	  from	  physical	  stress	  (when	  dicentric	  or	  catenated	  chromosomes	  are	  pulled	  to	  opposite	  poles	  during	  mitosis).	  DSBs	  are	  also	  produced	  when	  cells	  are	  exposed	  to	  DNA	  damaging	  agents	  (ionizing	  radiation,	  ultraviolet	  light,	  chemicals,	  and	  chemotherapy).	  	  Repair	  of	  a	  DSB	  is	  crucial	  to	  maintain	  genome	  stability	  and	  cell	  survival.	  An	  unrepaired	  non-­‐centromeric	  chromosome	  fragment	  is	  lost	  after	  anaphase.	  Inaccurate	  repair	  results	  in	  DNA	  sequence	  change	  and	  the	  introduction	  of	  a	  mutation,	  which	  can	  be	  a	  few	  base	  pairs	  to	  gross	  chromosomal	  rearrangements,	  both	  of	  which	  may	  affect	  cell	  viability	  and	  have	  diverse	  consequences	  depending	  on	  the	  locus	  that	  is	  disrupted.	  Identical	  DNA	  sequences	  to	  those	  lost	  at	  a	  DSB	  are	  present	  on	  a	  sister	  chromatid.	  Thus	  a	  sister	  chromatid	  can	  be	  a	  potential	  DNA	  template	  source	  from	  which	  to	  accurately	  repair	  a	  DSB	  without	  the	  introduction	  of	  a	  mutation.	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Cells	  have	  therefore	  evolved	  groups	  of	  proteins	  that	  are	  specialised	  in	  different	  aspects	  of	  DNA	  damage	  detection	  and	  repair,	  which	  are	  largely	  conserved	  from	  budding	  yeast	  to	  humans	  although	  some	  aspects	  of	  regulation	  are	  different.	  Congenital	  and	  acquired	  DSB	  repair	  pathway	  gene	  defects	  may	  lead	  to	  embryonic	  lethality,	  developmental	  disorders,	  infertility,	  immune	  deficiencies,	  predisposition	  to	  neurodegenerative	  diseases,	  premature	  aging,	  cancer	  (particularly	  haematological	  malignancy),	  and	  ultimately	  reduced	  overall	  survival.	  	  	  
1.2.1 DNA	  double	  strand	  break	  (DSB)	  repair	  pathways	  	  Two	  major	  DNA	  pathways	  are	  available	  to	  repair	  a	  DSB:	  non-­‐homologous	  end-­‐joining	  (NHEJ)	  and	  homologous	  recombination	  (HR).	  HR	  requires	  a	  donor	  template	  to	  act	  as	  a	  source	  of	  homologous	  DNA	  sequences	  to	  repair	  a	  DSB,	  whereas	  NHEJ	  does	  not	  require	  a	  DNA	  template	  for	  repair.	  In	  budding	  yeast,	  Rad52	  is	  essential	  for	  all	  forms	  of	  HR	  (Figure	  2)	  (Malone	  and	  Esposito,	  1980;	  Weiffenbach	  and	  Haber,	  1981;	  White	  and	  Haber,	  1990)	  but	  is	  not	  required	  for	  NHEJ	  (Booher	  et	  al.,	  1993;	  Boulton	  and	  Jackson,	  1996a).	  In	  contrast	  RAD52	  is	  not	  essential	  in	  humans	  cells	  but	  it	  is	  synthetically	  lethal	  with	  BRCA1,	  PALB2,	  and	  BRCA2	  (Feng	  et	  al.,	  2011;	  Lok	  et	  al.,	  2013),	  perhaps	  because	  these	  proteins	  may	  have	  taken	  over	  some	  of	  the	  functions	  of	  budding	  yeast	  Rad52	  (Shinohara	  et	  al.,	  1998).	  The	  NHEJ	  pathway	  is	  prone	  to	  generating	  mutations,	  as	  base	  pair	  information	  is	  lost	  after	  rapid	  ligation	  of	  broken	  ends	  with	  very	  little	  processing,	  if	  any.	  In	  contrast,	  extensive	  resection	  occurs	  in	  the	  slower	  HR	  pathway,	  which	  utilises	  a	  homologous	  DNA	  sequence	  as	  a	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template	  to	  prime	  DNA	  synthesis	  to	  fill	  across	  the	  DSB	  for	  accurate	  repair.	  The	  sister	  chromatid	  is	  the	  preferred	  source	  of	  these	  sequences	  (Kadyk	  and	  Hartwell,	  1992),	  which	  can	  enable	  error-­‐free	  repair	  because	  it	  is	  an	  exact	  sequence	  copy	  of	  the	  broken	  chromosome.	  However,	  if	  a	  sister	  chromatid	  is	  not	  available,	  a	  similar	  homologous	  sequence	  can	  be	  used	  but	  will	  also	  result	  in	  a	  change	  of	  base	  pair	  sequence	  and	  thus	  a	  mutation	  (Hicks	  et	  al.,	  2010),	  for	  example	  if	  the	  homologous	  chromosome	  is	  used	  loss	  of	  heterozygosity	  may	  occur	  (Enserink	  et	  al.,	  2009;	  Myung	  et	  al.,	  2001).	  Both	  pathways	  might	  contribute	  to	  gross	  chromosomal	  rearrangements	  (GCR)	  such	  as	  inversions	  and	  translocations.	  With	  the	  NHEJ	  pathway,	  GCRs	  might	  occur	  because	  the	  two	  DSB	  ends	  undergo	  little	  or	  no	  processing	  prior	  to	  ligation,	  and	  two	  ends	  may	  be	  joined	  that	  were	  not	  originally	  contiguous	  (Chen	  and	  Kolodner,	  1999).	  GCR	  may	  also	  be	  observed	  if	  the	  HR	  pathway	  is	  used	  for	  repair;	  homologous	  sequences	  shared	  between	  DSB	  flanking	  regions	  and	  other	  locations	  might	  result	  in	  strand	  invasion	  with	  crossover	  or	  distal	  chromosome	  length	  loss	  of	  heterozygosity	  from	  break-­‐induced	  replication	  (BIR)	  or	  recombination	  that	  is	  incompletely	  or	  incorrectly	  resolved	  leading	  to	  cross-­‐overs	  where	  the	  donor	  DNA	  molecule	  is	  altered	  in	  the	  process	  (Chung	  et	  al.,	  2010;	  Hicks	  et	  al.,	  2010;	  Ira	  et	  al.,	  2003).	  If	  flanking	  sequences	  to	  a	  DSB	  are	  homologous,	  the	  single	  stranded	  annealing	  (SSA)	  form	  of	  HR	  can	  occur	  resulting	  in	  loss	  of	  intervening	  sequences	  in	  a	  Rad51-­‐independent	  manner	  (Figure	  2)	  (Ira	  and	  Haber,	  2002;	  Ira	  et	  al.,	  2003).	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The	  exposed	  ends	  of	  a	  DSB	  recruit	  the	  MRX	  complex	  (comprising	  Mre11,	  Rad50	  and	  Xrs2),	  which	  characterises	  the	  initial	  stage	  of	  both	  HR	  and	  NHEJ	  repair	  pathways.	  Mre11	  is	  a	  lambda	  phosphatase,	  part	  of	  the	  family	  of	  phosphoesterases.	  Rad50	  is	  a	  structural	  maintenance	  of	  chromosomes	  (SMC)	  protein	  with	  a	  zinc	  hook	  domain	  that	  interacts	  with	  Mre11	  (Wiltzius	  et	  al.,	  2005).	  Xrs2	  has	  regulatory	  and	  protein	  recruitment	  functions.	  These	  proteins	  were	  originally	  isolated	  because	  of	  their	  functional	  requirement	  to	  repair	  irradiation-­‐induced	  DSBs.	  The	  three	  proteins	  bind	  DNA	  by	  forming	  a	  heterohexameric	  complex,	  by	  dimerising	  into	  protein	  pairs	  forming	  a	  molecular	  clamp	  around	  DNA	  at	  a	  DSB	  (Lammens	  et	  al.,	  2011).	  Their	  functions	  include	  tethering	  DNA	  broken	  ends,	  acting	  as	  a	  sensor	  of	  the	  DSB,	  and	  the	  complex	  exhibits	  both	  endo-­‐	  and	  exo-­‐nuclease	  activity	  (Nicolette	  et	  al.,	  2010)	  and	  may	  function	  in	  a	  uni-­‐	  or	  bi-­‐directional	  manner	  (Garcia	  et	  al.,	  2011).	  MRX	  is	  also	  required	  for	  telomere	  maintenance.	  Mutation	  of	  Cdk1	  S/T-­‐P	  motifs	  in	  
mre11	  or	  S/T-­‐P-­‐x-­‐K/R	  motifs	  in	  xrs2	  does	  not	  exhibit	  a	  nucleolytic	  DNA	  resection	  phenotype	  in	  budding	  yeast	  (Ira	  et	  al.,	  2004).	  Nbs1	  phosphorylation	  is	  controversial	  and	  differs	  between	  budding	  yeast	  and	  humans,	  so	  it	  remains	  to	  be	  clarified	  if	  Cdk1	  activity	  is	  required	  to	  promote	  DNA	  resection	  by	  MRX.	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1.2.2 Rad52-­‐independent	  DSB	  repair	  by	  non-­‐homologous	  end-­‐joining	  (NHEJ)	  	  NHEJ	  can	  occur	  in	  the	  context	  of	  a	  single	  DNA	  molecule	  thus	  does	  not	  require	  a	  sister	  chromatid,	  homologue,	  or	  other	  intra-­‐	  or	  inter-­‐chromosomal	  homologous	  donor	  sequences	  (Moore	  and	  Haber,	  1996).	  Thus	  the	  NHEJ	  pathway	  is	  Rad52-­‐independent	  (Boulton	  and	  Jackson,	  1996a,	  b;	  Schar	  et	  al.,	  1997;	  Wilson,	  2002;	  Wilson	  et	  al.,	  1997).	  The	  Ku70/Ku80	  heterodimer	  recognizes	  and	  binds	  the	  DSB	  DNA	  ends	  in	  a	  sequence-­‐independent	  manner	  with	  the	  MRX	  complex	  after	  migrating	  from	  telomeres	  (Martin	  et	  al.,	  1999)	  (Figure	  2).	  DNA	  nucleolytic	  resection	  around	  a	  single	  DSB	  either	  does	  not	  occur	  or	  is	  limited	  to	  a	  few	  base	  pairs	  by	  Ku70/Ku80.	  Limited	  resection	  is	  observed	  in	  mre11Δ	  or	  ku70	  cells,	  but	  viability	  after	  irradiation-­‐induced	  DSBs	  is	  not	  compromised	  (Boulton	  and	  Jackson,	  1996a,	  b;	  Clerici	  et	  al.,	  2008;	  Lee	  et	  al.,	  1998).	  	  	  Ku70/Ku80	  prevents	  recruitment	  of	  nucleases	  responsible	  for	  early	  short-­‐range	  DNA	  resection	  that	  might	  commit	  cells	  to	  DSB	  repair	  by	  Rad52-­‐dependent	  HR	  (Shim	  et	  al.,	  2010).	  Cdk1	  may	  negatively	  regulate	  Ku70/Ku80	  indirectly	  given	  that	  removal	  of	  all	  putative	  phosphorylation	  sites	  did	  not	  result	  in	  a	  DSB	  repair	  phenotype	  (Clerici	  et	  al.,	  2008;	  Zhang	  et	  al.,	  2009),	  although	  in	  mammalian	  cells	  Ku70-­‐T455	  is	  a	  CDK2-­‐cyclin	  A	  substrate	  but	  whether	  this	  impacts	  on	  resection	  has	  not	  been	  clearly	  determined	  (Chi	  et	  al.,	  2008;	  Muller-­‐Tidow	  et	  al.,	  2004).	  Furthermore,	  reduced	  cell	  viability	  is	  observed	  with	  irradiation-­‐induced	  DSBs	  in	  
rad52Δ	  cells	  that	  can	  be	  overcome	  almost	  completely	  in	  the	  presence	  of	  wild-­‐type	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KU80	  but	  in	  ku70Δ,	  ku80Δ	  or	  ku70Δ	  ku80Δ	  double	  mutants	  with	  rad52Δ;	  viability	  is	  compromised	  further	  than	  in	  rad52Δ	  cells	  (Boulton	  and	  Jackson,	  1996a).	  	  	  In	  humans	  Ku	  recruits	  DNA-­‐PKcs	  (DNA-­‐dependent	  protein	  kinase	  catalytic	  subunit)	  to	  form	  a	  holoenzyme	  that	  functions	  as	  a	  DNA	  end-­‐bridging	  factor.	  However,	  a	  yeast	  homologue	  of	  human	  DNA-­‐PKcs	  has	  not	  been	  identified	  (Carter	  et	  al.,	  1990).	  This	  bridging	  function	  appears	  to	  be	  achieved	  with	  the	  MRX	  complex	  through	  the	  zinc-­‐hook	  motifs	  located	  in	  the	  coiled-­‐coil	  regions	  of	  Rad50	  (Hopfner	  et	  al.,	  2002;	  Lammens	  et	  al.,	  2011;	  Wiltzius	  et	  al.,	  2005).	  	  The	  Lif1/Nej1	  (Ooi	  et	  al.,	  2001)	  heterodimer	  is	  recruited	  to	  the	  DSB	  (Palmbos	  et	  al.,	  2008),	  which	  subsequently	  recruits	  and	  stimulates	  Dnl4	  ligase	  activity	  to	  complete	  repair	  with	  little	  processing	  of	  the	  joined	  DSB	  ends	  (Wilson	  et	  al.,	  1997).	  Lif1	  and	  Dnl4	  co-­‐purify	  (Chen	  et	  al.,	  2001)	  and	  Dnl4	  is	  unstable	  in	  the	  absence	  of	  Lif1	  (Herrmann	  et	  al.,	  1998).	  There	  is	  sometimes	  DNA	  sequence	  micro-­‐homology	  (usually	  less	  than	  8-­‐10	  base	  pairs)	  found	  at	  the	  ligation	  ends	  which	  assists	  ligation	  but	  this	  is	  not	  essential	  (Ma	  et	  al.,	  2003).	  Some	  3’	  ends	  require	  Pol4	  to	  add	  nucleotides	  to	  fill	  in	  the	  gap	  between	  the	  DNA	  broken	  ends	  but	  NHEJ	  is	  not	  dependent	  on	  this	  function	  for	  all	  broken	  end	  3’	  structures	  and	  is	  not	  required	  for	  5’	  overhang	  structures	  (Daley	  et	  al.,	  2005).	  Between	  the	  broken	  ends	  there	  is	  sometimes	  new	  DNA	  sequence	  found,	  and	  translocations	  are	  sometimes	  observed	  (Yu	  and	  Gabriel,	  2004).	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More	  recently	  a	  less	  efficient	  NHEJ	  pathway	  has	  been	  described	  that	  has	  been	  called	  alternative	  NHEJ	  (aNHEJ),	  backup	  NHEJ	  (bNHEJ),	  or	  micro-­‐homology-­‐mediated	  end-­‐joining	  (MMEJ)	  (Grabarz	  et	  al.,	  2012;	  Ma	  et	  al.,	  2003).	  This	  was	  discovered	  in	  cells	  that	  were	  deficient	  of	  classical	  NHEJ	  proteins	  (Boulton	  and	  Jackson,	  1996b).	  This	  pathway	  is	  independent	  of	  the	  Ku70/K80	  heterodimer	  and	  is	  only	  partially	  dependent	  on	  ligase	  IV	  (Wilson	  et	  al.,	  1997).	  Ligase	  IV	  is	  used	  if	  terminal	  micro-­‐homology	  of	  2.5	  to	  4	  bps	  is	  present,	  or	  ligase	  I	  (Cdc9)	  if	  no	  terminal	  sequence	  micro-­‐homology	  is	  present	  (Boulton	  and	  Jackson,	  1996a,	  b;	  Lee	  et	  al.,	  1998;	  Wilson	  et	  al.,	  1997).	  Temperature	  conditional	  cdc9-­‐9	  (ligase	  I)	  cells	  are	  unable	  to	  repair	  irradiation-­‐induced	  DSBs	  at	  the	  restrictive	  temperature	  compared	  to	  CDC9	  cells	  (Moore,	  1982).	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1.2.3 Rad52-­‐dependent	  repair	  by	  homologous	  recombination	  (HR)	  	  	  A	  DSB	  is	  bound	  by	  the	  MRX	  (Mre11-­‐Rad50-­‐Xrs2)	  complex	  as	  outlined	  for	  the	  NHEJ	  pathway	  but	  with	  exclusion	  of	  Ku70/Ku80	  in	  the	  presence	  of	  Cdk1	  activity	  (Figure	  2).	  The	  subsequent	  steps	  of	  the	  HR	  pathway	  can	  be	  conveniently	  divided	  in	  to	  three	  stages:	  pre-­‐synapsis,	  synapsis,	  post-­‐synapsis.	  	  	  Pre-­‐synapsis	  describes	  the	  common	  DNA	  resection	  step	  around	  a	  DSB,	  which	  forms	  a	  region	  of	  single-­‐stranded	  DNA,	  the	  main	  substrate	  for	  DNA	  damage	  signalling	  and	  checkpoint	  activation.	  This	  resection	  occurs	  through	  the	  action	  of	  four	  nucleases	  (MRX,	  MRN	  in	  humans:	  MRE11-­‐RAD50-­‐NBS1),	  Exo1,	  Dna2,	  and	  Sae2	  (CtIP	  in	  human)	  and	  a	  helicase	  (Sgs1,	  BLM	  in	  humans)	  in	  a	  Cdk1-­‐dependent	  manner	  (Figure	  3)	  (Chen	  et	  al.,	  2011;	  Chung	  et	  al.,	  2010;	  Mimitou	  and	  Symington,	  2008).	  Single-­‐stranded	  DNA	  then	  becomes	  bound	  by	  replication	  protein	  A	  (RPA)	  upon	  exposure	  of	  ssDNA,	  which	  prevents	  secondary	  structure	  formation,	  protects	  ssDNA	  from	  degradation	  by	  nucleases,	  and	  interacts	  with	  Rad52	  and	  Rad51	  (except	  for	  single	  stranded	  annealing	  HR	  pathway	  which	  is	  Rad51-­‐independent)	  (Figure	  2).	  Rad52	  acts	  as	  a	  mediator	  protein	  that	  is	  required	  for	  single	  stranded	  annealing	  of	  RPA	  bound	  to	  ssDNA.	  These	  steps	  are	  common	  to	  all	  forms	  of	  HR	  in	  budding	  yeast.	  Rad51	  associates	  with	  RPA	  and	  Rad52	  to	  form	  a	  filament	  that	  is	  required	  for	  HR	  mechanisms	  that	  require	  strand	  invasion.	  Thus	  Rad51	  is	  not	  required	  for	  single-­‐stranded	  annealing	  (SSA)	  where	  strand	  invasion	  to	  detect	  homologous	  donor	  sequences	  does	  not	  occur	  (Ira	  and	  Haber,	  2002).	  Instead,	  resection	  exposes	  homologous	  sequences	  if	  the	  DSB	  is	  flanked	  by	  tandem	  repeats.	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There	  are	  four	  Rad51	  paralogs	  that	  share	  its	  RecA	  core	  but	  alone	  they	  are	  unable	  to	  form	  extensive	  filaments	  and	  DNA	  annealing	  reactions:	  Rad55-­‐Rad57,	  Shu1-­‐Psy3	  (in	  humans:	  RAD51B,	  RAD51C,	  RAD51D,	  XRCC2,	  and	  XRCC3)	  (Sugawara	  et	  al.,	  2003).	  	   	  
Figure	  2.	  DSB	  repair	  pathways	  are	  Rad52-­‐dependent	  (HR)	  or	  Rad52–
independent	  (NHEJ)	  in	  budding	  yeast.	  Protein	  names	  refer	  to	  S.	  cerevisiae	  (blue).	  Where	  different	  in	  human,	  names	  (brown)	  are	  given	  in	  brackets.	  For	  proteins	  without	  a	  yeast	  homolog,	  brackets	  for	  human	  proteins	  are	  omitted.	  Broken	  lines	  indicate	  new	  DNA	  synthesis	  and	  stretches	  of	  heteroduplex	  DNA.	  Abbreviations:	  BIR,	  break-­‐induced	  replication;	  dHJ,	  double	  Holliday	  junction;	  NHEJ,	  non-­‐homologous	  end	  joining;	  LOH,	  loss	  of	  heterozygosity;	  SDSA,	  synthesis-­‐dependent	  strand	  annealing;	  SSA,	  single-­‐strand	  annealing.	  Illustration:	  ©	  2010	  by	  Annual	  Reviews	  (Heyer	  et	  al.,	  2010).	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HR	  is	  Rad52-­‐dependent	  and	  is	  active	  in	  mitotic	  and	  meiotic	  cells	  (Malone	  and	  Esposito,	  1980).	  Cells	  with	  rad52Δ	  have	  reduced	  viability	  in	  diploid	  and	  haploid	  budding	  yeast	  and	  repair	  a	  single	  DSB	  over	  hours	  which	  is	  much	  slower	  than	  NHEJ,	  and	  extensive	  5’	  to	  3’	  DNA	  resection	  is	  observed	  around	  a	  DSB	  (Figure	  2)	  (Connolly	  et	  al.,	  1988;	  Strathern	  et	  al.,	  1982;	  Weiffenbach	  and	  Haber,	  1981;	  White	  and	  Haber,	  1990).	  In	  mitotic	  cells	  Cdk1	  activity	  is	  important	  for	  this	  resection	  step,	  which	  precedes	  Rad52	  recruitment	  to	  a	  DSB,	  and	  is	  at	  least	  partly	  controlled	  by	  Sae2	  (CtIP	  in	  humans	  (Sartori	  et	  al.,	  2007))	  phosphorylation	  at	  the	  S/T-­‐P	  motif	  in	  the	  C-­‐terminal	  domain	  at	  S267	  (Huertas	  et	  al.,	  2008).	  However,	  it	  is	  likely	  that	  other	  potential	  Cdk1	  targets	  (Figure	  3)	  might	  also	  be	  important	  to	  commit	  cells	  to	  repair	  a	  DSB	  with	  HR	  as	  a	  phospho-­‐mimicking	  Sae2-­‐S267E	  (CtIP-­‐T847E	  in	  humans)	  allele	  or	  mutation	  of	  an	  upstream	  RxL	  cyclin	  binding	  motif	  exhibited	  resection	  independent	  of	  Cdk1	  activity	  but	  the	  resection	  was	  less	  than	  in	  observed	  in	  wild-­‐type	  cells	  with	  Cdk1	  activity	  (Huertas,	  2010;	  Huertas	  et	  al.,	  2008).	  There	  are	  two	  other	  potential	  Sae2	  Cdk1	  phosphorylation	  sites	  other	  than	  S267.	  However,	  the	  precise	  mechanism	  of	  how	  Cdk1-­‐mediated	  phosphorylation	  at	  these	  sites	  activates	  Sae2	  is	  unclear.	  In	  contrast,	  CtIP	  regulation	  appears	  to	  be	  influenced	  by	  additional	  CDK2	  phosphorylation	  at	  S327,	  facilitated	  by	  MRE11,	  and	  is	  required	  for	  interaction	  with	  BRCA1	  in	  human	  and	  mammalian	  cells	  (Yu	  and	  Chen,	  2004;	  Yu	  et	  al.,	  2006).	  53BP1	  and	  its	  effector	  protein	  RIF1,	  in	  conjunction	  with	  BRCA1,	  have	  recently	  been	  found	  to	  regulate	  resection	  and	  HR	  in	  mammalian	  and	  human	  cells	  (Chapman	  et	  al.,	  2013;	  Daley	  and	  Sung,	  2013;	  Escribano-­‐Diaz	  et	  al.,	  2013;	  Zimmermann	  et	  al.,	  2013).	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Sae2	  is	  recruited	  early	  to	  DSBs	  in	  the	  HR	  pathway	  (Lisby	  et	  al.,	  2004).	  Other	  proteins	  involved	  in	  the	  5’	  to	  3’	  resection	  step	  (Figure	  3),	  which	  commit	  a	  cell	  to	  repair	  a	  DSB	  by	  HR	  (Aylon	  et	  al.,	  2004),	  have	  S/T-­‐P	  or	  S/T-­‐P-­‐x-­‐K/R	  motifs	  for	  Cdk1-­‐mediated	  phosphorylation	  but	  in	  budding	  yeast	  only	  Dna2	  phosphorylation	  at	  T4,	  S17,	  and	  S237	  has	  been	  shown	  to	  be	  important	  for	  determining	  long-­‐range	  resection	  (Chen	  et	  al.,	  2011).	  In	  dna2-­‐T4A/S17A/S237A	  cells	  resection	  is	  impaired	  but	  can	  be	  rescued	  in	  the	  presence	  of	  Exo1,	  underlying	  functional	  redundancy	  for	  control	  of	  long-­‐range	  DNA	  resection.	  This	  differs	  in	  humans	  as	  DNA2	  lacks	  the	  entire	  N-­‐terminal	  domain	  region	  present	  in	  budding	  yeast.	  	  Replication	  protein	  A	  (RPA)	  is	  a	  conserved	  heterotrimeric	  complex	  of	  Rfa1,	  Rfa2,	  and	  Rfa3.	  RPA	  binds	  single	  stranded	  DNA	  with	  high	  affinity,	  and	  it	  also	  has	  a	  role	  in	  DNA	  replication	  as	  well	  as	  repair	  with	  recombination.	  After	  exposure	  of	  ssDNA	  with	  progressive	  nucleolytic	  resection,	  RPA	  wraps	  around	  the	  3’	  overhang	  to	  protect	  the	  DNA	  from	  nucleases	  and	  to	  prevent	  hairpin	  formation	  that	  might	  interfere	  with	  Rad51	  filament	  formation	  required	  for	  all	  forms	  of	  HR,	  except	  SSA	  (Figure	  2).	  Rad52	  facilitates	  this	  RPA	  interaction	  with	  DNA	  and	  Rad51.	  RPA-­‐coated	  ssDNA	  recruits	  Mec1	  (ATR	  in	  humans),	  which	  is	  required	  for	  checkpoint	  activation	  (Zou	  and	  Elledge,	  2003).	  In	  contrast	  to	  budding	  yeast,	  human	  RPA2	  phosphorylation	  by	  CDK2-­‐cyclin	  B	  at	  S23	  and	  by	  CDK1-­‐cyclin	  B	  at	  S29	  is	  observed	  (Anantha	  et	  al.,	  2007;	  Din	  et	  al.,	  1990;	  Dutta	  and	  Stillman,	  1992)	  but	  a	  direct	  role	  for	  Cdk1	  activity	  in	  nucleolytic	  resection	  has	  yet	  to	  be	  determined	  for	  these	  observations.	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Figure	  3.	  DNA	  resection	  commits	  cells	  to	  DSB	  repair	  by	  HR	  in	  a	  Cdk1-­‐dependent	  
manner.	  Short-­‐range	  resection	  is	  carried	  out	  by	  the	  MRX	  complex	  and	  Sae2;	  the	  two	  factors	  collaborate	  to	  creating	  short	  3’-­‐ssDNA	  overhangs,	  which	  are	  immediately	  coated	  by	  replication	  protein	  A	  (RPA),	  with	  Rad52	  acting	  as	  a	  mediator	  protein.	  These	  processed	  DSB	  ends	  are	  no	  longer	  suitable	  substrates	  for	  Ku70/Ku80	  binding	  which	  prevents	  binding	  of	  long-­‐range	  resection	  proteins,	  committing	  cells	  to	  repair	  a	  DSB	  with	  the	  HR	  pathway	  (Trovesi	  et	  al.,	  2011).	  Long-­‐range	  resection	  occurs	  by	  the	  5’	  and	  3’	  exonuclease	  Exo1	  or	  the	  helicase	  Sgs1	  in	  conjunction	  with	  the	  endonuclease	  Dna2;	  these	  proteins	  have	  functional	  redundancy	  (Mimitou	  and	  Symington,	  2008;	  Zhu	  et	  al.,	  2008).	  Subsequently,	  RPA	  is	  removed	  from	  ssDNA	  and	  replaced	  by	  the	  Rad51	  recombinase	  that	  is	  required	  for	  strand	  invasion	  of	  the	  sister	  chromatid	  and	  further	  downstream	  steps	  in	  HR	  (Figure	  2).	  Cdk1	  phosphorylates	  Sae2	  at	  S267	  and	  Dna2	  at	  T4,	  S17,	  and	  S237	  to	  promote	  resection	  (Chen	  et	  al.,	  2011;	  Huertas	  et	  al.,	  2008).	  Illustration:	  ©	  2013	  Ferretti,	  Lafranchi	  and	  Sartori.	  (Ferretti	  et	  al.,	  2013).	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Synapsis	  refers	  to	  Rad51	  filament-­‐mediated	  DNA	  strand	  invasion,	  generating	  a	  displacement	  (D-­‐)	  loop.	  The	  invading	  stand	  primes	  DNA	  synthesis.	  The	  Rad54	  is	  required	  to	  stabilise	  Rad51,	  promoting	  the	  transition	  from	  DNA-­‐strand	  invasion	  to	  DNA	  synthesis	  through	  dissociation	  of	  Rad51	  from	  the	  heteroduplex	  DNA	  molecule	  (Sugawara	  et	  al.,	  2003).	  	  	  Post-­‐synapsis	  comprises	  three	  sub-­‐pathways	  that	  separate	  after	  D-­‐loop	  formation.	  If	  a	  second	  DNA	  end	  is	  unavailable,	  the	  D-­‐loop	  becomes	  a	  replication	  fork,	  thus	  the	  process	  is	  termed	  break-­‐induced	  replication	  (BIR)	  (Ira	  and	  Haber,	  2002;	  Lydeard	  et	  al.,	  2007).	  BIR	  is	  mutagenic	  and	  may	  lead	  to	  loss	  of	  heterozygosity	  because	  the	  sequences	  distal	  to	  the	  DSB	  are	  lost.	  In	  contrast,	  if	  a	  second	  DNA	  end	  is	  present	  the	  DSB	  may	  be	  repaired	  with	  synthesis-­‐dependent	  strand	  annealing	  (SDSA),	  where	  the	  extended	  D-­‐loop	  is	  reversed	  with	  annealing	  of	  the	  newly	  synthesized	  strand	  with	  the	  resection	  strand	  of	  the	  second	  end.	  SDSA	  inherently	  avoids	  cross-­‐overs	  and	  if	  the	  sister	  chromatid	  is	  used	  as	  the	  repair	  template	  it	  has	  the	  potential	  to	  repair	  the	  DSB	  without	  the	  introduction	  of	  a	  mutation.	  Double	  Holliday	  junction	  (dHJ)	  formation	  can	  be	  resolved	  in	  cross-­‐overs	  as	  seen	  during	  meiosis,	  but	  during	  somatic	  mitotic	  growth	  this	  pathway	  is	  infrequently	  associated	  with	  cross-­‐overs	  as	  this	  would	  be	  mutagenic.	  dHJs	  involve	  capture	  of	  a	  second	  DNA	  end,	  which	  is	  blocked	  by	  Rad51	  (at	  least	  in	  vitro)	  supporting	  the	  bias	  towards	  SDSA	  (Wu	  et	  al.,	  2008).	  If	  a	  dHJ	  is	  formed	  it	  can	  be	  resolved	  with	  by	  crossover	  or	  non-­‐crossover	  pathways,	  which	  result	  in	  change	  of	  donor	  sequence	  change	  for	  the	  former	  but	  not	  the	  latter.	  Although	  the	  dHJ	  pathway	  is	  a	  minor	  DSB	  repair	  HR	  pathway	  it	  preferentially	  uses	  the	  sister	  chromatid	  instead	  of	  the	  homologue	  in	  diploid	  cells	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(Bzymek	  et	  al.,	  2010).	  The	  rare	  cutting	  mega-­‐endonuclease	  I-­‐SceI	  system	  was	  used	  to	  induce	  a	  single	  DSB	  detected	  by	  DNA	  probes	  after	  restriction	  enzyme	  digested	  DNA	  was	  transferred	  by	  Southern	  blot,	  and	  dHJ	  joined	  molecules	  were	  detected	  after	  psoralen	  crosslinking	  with	  probes	  after	  native	  2-­‐dimensional	  gel	  electrophoresis	  (Bzymek	  et	  al.,	  2010).	  These	  dHJs	  can	  be	  resolved	  with	  endonucleases	  (resolvases)	  of	  the	  RecQ-­‐family	  DNA	  motor	  protein	  Sgs1	  (BLM	  in	  humans)	  in	  complex	  with	  Top3	  (topo	  IIIα),	  along	  with	  other	  co-­‐factors	  (Wu	  and	  Hickson,	  2003).	  This	  results	  in	  a	  bias	  towards	  non-­‐cross-­‐over	  resolution.	  Crossovers	  are	  of	  course	  mutagenic	  and	  a	  substrate	  for	  deletions,	  inversions,	  and	  translocations	  (GCRs)	  in	  the	  presence	  of	  repeated	  DNA	  sequences.	  	  Single-­‐stranded	  annealing	  (SSA)	  can	  be	  observed	  in	  the	  context	  of	  a	  DSB	  between	  two	  tandomly	  repeated	  DNA	  sequences	  that	  are	  revealed	  with	  nucleolytic	  resection	  (Ira	  and	  Haber,	  2002).	  Annealing	  of	  RPA	  coated	  ssDNA	  by	  Rad52	  occurs	  but	  this	  homology-­‐directed	  repair	  pathway	  does	  not	  require	  strand	  invasion	  thus	  is	  independent	  of	  Rad51	  (Ivanov	  et	  al.,	  1996).	  Repair	  is	  mutagenic	  because	  the	  interstitial	  DNA	  between	  the	  repeated	  sequences	  is	  deleted	  (Figure	  2).	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1.2.4 DNA	  damage	  checkpoint	  activation	  after	  a	  DNA	  DSB	  	  	  DNA	  damage	  checkpoint	  activation	  is	  an	  evolutionarily	  conserved	  signal	  transduction	  cascade	  that	  responds	  to	  DNA	  DSBs.	  There	  are	  three	  main	  DNA	  damage	  checkpoints	  in	  S.	  cerevisiae,	  which	  arrest	  and	  delay	  progression	  of	  the	  cell	  division	  cycle,	  permitting	  DNA	  repair	  (Figure	  4)	  (Hartwell	  and	  Weinert,	  1989).	  The	  G1	  checkpoint	  arrests	  cells	  at	  the	  G1/S	  transition	  prior	  to	  START	  (Weinert	  and	  Hartwell,	  1988).	  This	  is	  before	  irreversible	  commitment	  to	  enter	  and	  complete	  the	  cell	  division	  cycle.	  The	  intra-­‐S	  phase	  checkpoint	  slows	  DNA	  replication	  rate	  in	  response	  to	  DNA	  damage	  to	  permit	  accurate	  repair	  preferentially	  with	  the	  sister	  chromatid	  in	  diploid	  cells	  (Kadyk	  and	  Hartwell,	  1992,	  1993),	  and	  completion	  of	  replication	  prior	  to	  entry	  in	  to	  mitosis.	  The	  spindle	  assembly	  checkpoint	  arrests	  cells	  at	  the	  metaphase	  to	  anaphase	  transition,	  delaying	  sister	  chromatid	  segregation	  and	  telophase	  so	  DSB	  repair	  can	  occur	  preferentially	  using	  the	  sister	  chromatid	  prior	  to	  cleavage	  of	  the	  Scc1	  subunit	  of	  cohesin	  and	  resolution	  of	  remaining	  catenations	  of	  DNA	  intertwines	  by	  Top2	  (Uhlmann	  et	  al.,	  1999;	  Weinert	  and	  Hartwell,	  1989).	  The	  G2/M	  checkpoint	  observed	  in	  fission	  yeast	  and	  humans	  is	  not	  well	  defined	  in	  budding	  yeast	  (Finn	  et	  al.,	  2012;	  Lim	  et	  al.,	  1996).	  In	  haploid	  budding	  yeast	  cells,	  the	  sister	  chromatid	  can	  be	  used	  to	  repair	  a	  DSB	  or	  sometimes	  intra-­‐	  or	  inter-­‐chromosomal	  homologous	  sequences	  can	  be	  used	  if	  these	  are	  present,	  given	  that	  a	  homologous	  chromosome	  is	  absent.	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A	  single	  DSB	  induced	  during	  G1	  or	  S	  phases	  can	  remain	  unrepaired	  until	  metaphase,	  when	  cell	  division	  cycle	  arrest	  occurs	  with	  checkpoint	  activation.	  Indeed,	  low	  level	  DNA	  damage	  during	  G1	  phase,	  for	  example	  a	  single	  DSB	  or	  alkylation,	  does	  not	  prevent	  entry	  in	  to	  S	  phase	  prior	  to	  DNA	  repair,	  which	  occurs	  during	  S	  phase	  (Zierhut	  and	  Diffley,	  2008).	  Thus	  in	  budding	  yeast	  the	  G2/M	  checkpoint	  appears	  to	  be	  the	  most	  important	  for	  delaying	  cell	  division	  cycle	  progression	  when	  an	  unrepaired	  DSB	  is	  present.	  
	  
Figure	  4.	  S.	  cerevisiae	  DNA	  damage	  checkpoints	  and	  morphology.	  The	  cell	  division	  cycle	  is	  illustrated	  along	  with	  cellular	  morphology	  of	  a	  haploid	  cell.	  Three	  DNA	  damage	  checkpoints	  are	  illustrated	  in	  red;	  note	  that	  the	  G2/M	  checkpoint	  is	  not	  well	  defined	  in	  budding	  yeast,	  and	  the	  spindle	  assemby	  checkpoint	  in	  the	  main	  mitotic	  checkpoint.	  The	  delayed	  cellular	  processes	  at	  each	  checkpoint	  are	  outlined	  in	  blue	  text.	  An	  un-­‐budded	  G1	  cell	  with	  low	  Cdk1	  activity	  is	  shown	  with	  progressive	  bud	  enlargement	  correlating	  with	  progressively	  increasing	  Cdk1	  activity	  and	  the	  formation	  of	  a	  sister	  chromatid	  during	  DNA	  replication	  as	  the	  cell	  progresses	  through	  the	  cell	  division	  cycle	  to	  mitosis,	  when	  Cdk1	  activity	  peaks	  in	  the	  presence	  an	  intact	  sister	  chromatid.	  Illustration:	  ©	  Springer	  Basel	  AG	  2011	  (Finn	  et	  al.,	  2012).	  
A homologue of DNA-PKcs has not been identified in
S. cerevisiae or S. pombe [36]. In S. cerevisiae, Mec1 is often
considered to be the principal PIKK since mec1 mutants are
severely sensitive to DNA damage [34] and Tel1 function is
mostly apparent when several DSBs are generated [80]. In
reality, both Tel1 and Mec1 have important roles in DSB
signalling, mostly similar to their vertebrate homologues:
ATM (scTel1) functions in response to DSBs [37], while
ATR (scMec1) is activated via its recruitment to replication
protein A (RPA)-coated ssDNA [38, 39] which occurs at
stalled replication forks and also at DSBs which have
undergone resection, a process which is dependent upon
prior activation of ATM [40–42]. These PIKKs promote the
activation of downstream effector kinases (scChk1 and
Rad53; spChk1 and Cds1; human CHK1 and CHK2), which
function to target downstream components of the DDR as
well as amplifying the initial DDR signal [43]. In S. cerevi-
siae, Mec1 activates both Rad53 and Chk1 [44] while in
vertebrate cells ATM primarily activates CHK2 (scRad53)
and ATR activates CHK1 (scChk1) [43]. PIKK-dependent
activation of the effector kinases is regulated by mediator
proteins, which include the prototypical mediator protein
scRad9 (equivalent to spCrb2; human 53BP1, BRCA1,
MDC1) that function as molecular adaptors to recruit pro-
teins to sites of damage and mediate the PIKK-dependent
phosphorylation of downstream substrates [8]. Activation of
downstream targets is often mediated by phosphorylation
events whichmodulate the transcription level of repair genes
and regulate cell cycle transitions by influencing the stability
and/or localisation of proteins involved in cell cycle pro-
gression or checkpointmaintenance [45]. Amajor surprise in
recent years has been the discovery that protein kinases other
than the classical PIKK and CHK kinases also regulate DDR
protein function [46]. Additionally, it is becoming clearer
that other post-translational modifications (PTMs) are
important for DNA damage checkpoint regulation, particu-
larly those linked to chromatinmodulation [47].Mapping the
complex biochemical interplay between these post-transla-
tional regulatory mechanisms represents a challenge of
significant importance in order to gain a more comprehen-
sive understanding of the DDR. Here, we present the known
and most current mechanisms postulated to regulate the
DDR.
Mechanisms of DNA damage checkpoint activation
in response to double-strand breaks
Of the diverse types of DNA lesion, DSBs are the most
cytotoxic form of DNA damage and pose a serious threat to
cell viability. In response to even a single DSB, cells must
trigger a series of events to promote repair of the lesion in
order to survive and restore chromosomal integrity [48].
Ionising radiation, chemical agents, oxidative stress, and
collapsed replication forks are thought to all lead to the
formation of DSBs. Moreover, DSBs are required for
normal cellular processes such as chromosome segregation
during meiosis, V(D)J recombination in immunoglobulin
genes, which occurs specifically in vertebrates, and mating-
type switching in yeast [11, 49]. Much work has elucidated
the cellular response to DSBs and identified the regulated
recruitment and activation of the checkpoint machinery at
sites of damage [15].
Sensing DNA double-strand breaks
A first step in the activation of the DNA damage check-
point is sensing of the damaged DNA. Initially thought to
be the role of checkpoint proteins, the DSB repair proteins
have been found to be important sensors of DNA damage.
In S. cerevisiae, DSBs are specifically and independently
recognised by both the Ku (yKu70/yKu80) and MRX
(Mre11-Rad50-Xrs2) repair complexes (Fig. 2a), which
compete for binding to unprocessed DSB ends [50–55].
The Ku complex, normally localised to telomeres, relocates
to the site of the DSB and wraps around the dsDNA ends in
a sequence-independent manner holding them together to
ensure they are properly aligned for rejoining [51, 56, 57].
In vertebrates, the Ku heterodimer recruits DNA-PKcs,
forming the DNA-PK holoenzyme, which functions as a
DNA end-bridging factor [58–60]. Together with the MRN
(MRE11-RAD50-NBS1) complex, they function in teth-
ering the DNA ends together [61]. Although DNA-PKcs is
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Fig. 1 Saccharomyces cerevisiae cell cycle and the DNA damage
checkpoints. The budding yeast cell cycle, illustrating the specific
cellular morphologies at each cell cycle stage. Also depicted are the
three DNA damage checkpoints; the G1 checkpoint which arrests
cells prior to START, the intra-S phase checkpoint which slows the
rate of DNA replication and the G2/M checkpoint which arrests cells
at the metap ase/anaphase transition. Once damage is repaired, the
heckpoint is down-regulat d and cells r sume cycling
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The	  chief	  sensor	  of	  DSBs	  during	  all	  cell	  division	  cycle	  phases	  that	  activates	  the	  DNA	  damage	  checkpoint	  is	  MRX	  (MRN	  in	  humans)	  (Lisby	  et	  al.,	  2003a;	  Lisby	  et	  al.,	  2004).	  Following	  a	  DSB	  and	  binding	  of	  MRX	  to	  the	  broken	  DSB	  ends,	  phosphoinositide	  3-­‐kinase-­‐related	  kinases	  (PIKKs)	  family	  proteins	  are	  recruited:	  Tel1	  (ATM	  in	  humans)	  and	  Mec1	  (ATR	  in	  humans).	  Tel1	  (ATM	  in	  humans)	  is	  recruited	  via	  direct	  interaction	  with	  Xrs2	  through	  its	  C-­‐terminal	  domain.	  Severe	  DNA	  damage	  sensitivity	  is	  observed	  in	  cells	  with	  mec1Δ,	  which	  acts	  upstream	  of	  Rad9	  and	  responds	  to	  a	  single	  DSB	  (Naiki	  et	  al.,	  2004),	  while	  several	  DSBs	  are	  required	  to	  observe	  a	  severe	  phenotype	  in	  tel1Δ	  cells	  (Mantiero	  et	  al.,	  2007).	  In	  contrast	  to	  human	  ATM,	  Tel1	  function	  is	  thus	  not	  essential	  for	  the	  repair	  of	  a	  single	  DSB	  and	  its	  primary	  function	  is	  telomere	  maintenance,	  given	  the	  short	  telomeres	  observed	  in	  tel1Δ	  cells	  (Goudsouzian	  et	  al.,	  2006).	  Single	  stranded	  DNA	  coated	  with	  RPA	  independently	  recruit	  both	  Mec1	  and	  the	  9-­‐1-­‐1	  (Rad9–Hus1–Rad1)	  complex.	  RPA	  is	  also	  required	  to	  recruit	  Ddc2	  (ATRIP	  (ATR-­‐interacting	  protein)	  in	  humans)	  in	  rpa1-­‐td	  (temperature	  degron)	  cells	  with	  a	  single	  DSB	  induced	  in	  chromosome	  VII	  (Zou	  and	  Elledge,	  2003).	  However,	  both	  Mec1	  and	  Tel1	  co-­‐operate	  to	  activate	  downstream	  effector	  kinases	  Chk1	  (CHK1	  in	  humans)	  and	  Rad53	  (CHK2	  in	  humans)	  to	  amplify	  the	  initial	  DNA	  DSB	  signal	  and	  impose	  cell	  division	  cycle	  arrest.	  This	  step	  is	  regulated	  by	  the	  mediator	  protein	  Rad9	  (similar	  in	  some	  respects	  to	  human	  53BP1,	  BRCA1,	  and	  MDC1),	  which	  functions	  as	  an	  adaptor	  to	  recruit	  further	  proteins	  to	  the	  damaged	  site,	  and	  mediates	  PIKK-­‐dependent	  phosphorylation	  of	  downstream	  substrate	  targets.	  Checkpoint	  activation	  is	  proportional	  to	  the	  degree	  of	  single	  stranded	  DNA	  that	  is	  present	  around	  a	  DSB	  (Melo	  et	  al.,	  2001;	  Zou	  and	  Elledge,	  2003),	  and	  Cdk1	  activity	  is	  necessary	  for	  this	  response	  (Ira	  et	  al.,	  2004)	  so	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it	  may	  not	  be	  triggered	  during	  G1	  phase	  arrested	  cells	  (Pellicioli	  et	  al.,	  2001;	  Pellicioli	  et	  al.,	  1999).	  	  	  Tel1-­‐mediated	  phosphorylation	  of	  H2A	  on	  S129	  (S139	  in	  humans)	  (γ-­‐H2A;	  γ-­‐H2AX	  in	  humans)	  occurs	  and	  spreads	  over	  50	  kb	  around	  a	  DSB	  (Shroff	  et	  al.,	  2004)	  (over	  2	  Mb	  in	  humans)	  (Rogakou	  et	  al.,	  1999).	  Increased	  sensitivity	  to	  DNA	  damage	  is	  observed	  in	  cells	  with	  the	  h2a-­‐S129	  allele	  with	  impaired	  DSB	  repair.	  Rad9	  binds	  to	  γ-­‐H2A	  through	  a	  tandem	  BRCT	  domain	  (BRCT	  (BRCA1	  C-­‐terminus)).	  γ-­‐H2A	  promotes	  chromatin	  modulation	  through	  recruitment	  of	  damage-­‐induced	  cohesin	  enabled	  with	  Mre11	  phosphorylation,	  histone	  modifiers,	  and	  stable	  retention	  of	  checkpoint	  and	  DNA	  repair	  proteins	  (Unal	  et	  al.,	  2004).	  	  Rad9	  and	  Ku70/Ku80	  are	  negative	  regulators	  of	  DNA	  resection	  and	  checkpoint	  activation.	  In	  ku70,	  ku80,	  or	  rad9	  cells,	  nucleolytic	  resection	  physically	  monitored	  with	  Southern	  blot	  after	  either	  HO	  and	  I-­‐Sce-­‐I	  endonuclease-­‐induced	  DSB	  induction,	  indicate	  that	  Cdk1	  activity	  is	  no	  longer	  required	  in	  GAL-­‐SIC1ΔNT	  cells	  where	  N-­‐terminal	  deleted	  Sic1	  was	  conditionally	  overexpressed	  to	  create	  a	  state	  of	  low	  Cdk1	  activity	  (Barlow	  et	  al.,	  2008;	  Clerici	  et	  al.,	  2008;	  Lee	  et	  al.,	  1998).	  	  Rad9	  becomes	  hyper-­‐phosphorylated	  in	  a	  PIKK-­‐dependent	  manner	  in	  the	  presence	  of	  a	  DSB	  and	  is	  recruited	  either	  in	  association	  with	  Ddc1	  and	  Dpb11	  (Puddu	  et	  al.,	  2008),	  or	  in	  a	  manner	  dependent	  on	  the	  histone	  modifications	  γ-­‐H2A	  and	  H3K79	  methylation	  and	  interaction	  with	  the	  Rad9	  Tudor	  domain	  mediated	  through	  Dot1	  (Grenon	  et	  al.,	  2007;	  Hammet	  et	  al.,	  2007).	  This	  response	  is	  particularly	  important	  during	  G1	  phase	  in	  the	  absence	  of	  both	  a	  sister	  chromatid	  and	  Cdk1	  activity,	  and	  S	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phase	  with	  increasing	  Cdk1	  activity	  in	  the	  increasing	  presence	  of	  a	  sister	  chromatid	  as	  DNA	  replication	  progresses	  given	  that	  dot1Δ	  and	  h3K79A	  cells	  are	  defective	  of	  G1	  and	  intra-­‐S	  phase	  checkpoints	  (Grenon	  et	  al.,	  2007).	  Indeed,	  Rad9	  and	  Dot1	  transferase	  contribute	  to	  sister	  chromatid	  recombination	  after	  a	  single	  site-­‐specific	  DSB	  induced	  in	  a	  centromeric	  plasmid	  model	  of	  sister	  chromatid	  recombination	  (Conde	  et	  al.,	  2009).	  	  Hyper-­‐phosphorylated	  Rad9	  acts	  as	  an	  adaptor	  and	  scaffold	  to	  amplify	  the	  DNA	  damage	  signal	  by	  Mec1-­‐dependent	  activation	  of	  Rad53,	  which	  is	  the	  primary	  effector	  kinase	  in	  budding	  yeast	  in	  contrast	  to	  human	  cells	  where	  CHK1	  is	  the	  main	  kinase.	  Phosphorylation	  of	  SQ/TQ	  Rad9	  sites	  permits	  docking	  of	  Rad53,	  which	  binds	  via	  two	  FHA	  domains	  (Sweeney	  et	  al.,	  2005).	  Rad9	  brings	  Rad53	  and	  Mec1	  in	  to	  close	  proximity	  to	  catalyse	  in	  trans	  Rad53	  auto-­‐phosphorylation	  (Gilbert	  et	  al.,	  2001).	  Rad9	  also	  facilitates	  Chk1	  phosphorylation	  by	  Mec1	  through	  Chk1	  activating	  domain	  (CAD),	  but	  the	  exact	  mechanism	  for	  this	  unclear	  (Blankley	  and	  Lydall,	  2004).	  Furthermore,	  chk1	  mutants	  can	  also	  be	  activated	  in	  a	  Rad9-­‐independent	  manner	  (Chen	  et	  al.,	  2009).	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1.3 Cell	  division	  cycle	  regulation	  of	  DNA	  DSB	  repair	  pathway	  choice	  	  	  The	  balance	  of	  DSB	  repair	  choice	  between	  Rad52-­‐independent	  NHEJ	  and	  Rad52-­‐dependent	  HR	  is	  thought	  to	  be	  influenced	  by	  a	  number	  of	  factors,	  including	  species,	  cell	  type	  (multi-­‐cellular	  eukaryotes),	  cell	  division	  cycle	  stage,	  DSB	  DNA	  end	  structure,	  DSB	  DNA	  end-­‐resection,	  flanking	  DNA	  sequences	  to	  the	  DSB,	  Cdk1	  activity,	  and	  the	  presence	  of	  the	  sister	  chromatid.	  	  	  
1.3.1 The	  roles	  of	  Cdk1	  activity	  and	  the	  presence	  of	  the	  sister	  chromatid	  	  	  The	  cell	  division	  cycle	  has	  long	  been	  known	  to	  regulate	  repair	  pathway	  choice	  (Moore	  and	  Haber,	  1996)	  with	  NHEJ	  the	  predominant	  pathway	  during	  G1	  and	  HR	  predominant	  during	  other	  cell	  division	  cycle	  phases.	  Cdk1	  has	  been	  shown	  to	  modulate	  this	  repair	  pathway	  choice	  through	  regulation	  of	  DSB	  resection	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Ira	  et	  al.,	  2004;	  Zhang	  et	  al.,	  2009).	  The	  explanation	  provided	  for	  why	  Cdk1	  activity	  favours	  DSB	  repair	  with	  HR	  is	  the	  presence	  and	  proximity	  of	  the	  sister	  chromatid,	  whether	  in	  original	  or	  review	  articles	  (Ferretti	  et	  al.,	  2013;	  Finn	  et	  al.,	  2012;	  Haber,	  2000).	  Although	  this	  appears	  to	  be	  taken	  as	  fact,	  experimental	  evidence	  for	  this	  assumption	  is	  indirect	  and	  limited.	  	  	  NHEJ	  is	  most	  important	  during	  G1	  phase	  and	  HR	  is	  most	  important	  during	  S	  and	  G2/M	  phases	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Ira	  et	  al.,	  2004;	  Zhang	  et	  al.,	  2009).	  Cdk1	  activity	  is	  present	  and	  rises	  from	  late	  G1	  after	  START	  to	  telophase,	  where	  is	  peaks	  just	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before	  rapidly	  declining	  and	  triggering	  mitotic	  exit	  and	  cytokinesis,	  with	  entry	  in	  to	  the	  next	  cell	  cycle.	  A	  sister	  chromatid	  is	  present	  after	  the	  onset	  of	  S	  phase	  and	  is	  formed	  during	  DNA	  replication	  in	  the	  presence	  of	  Cdk1	  activity.	  Sister	  chromatids	  are	  physically	  associated	  through	  Eco1	  (Ctf7	  in	  humans,	  is	  a	  Cdk1	  substrate	  required	  to	  convert	  G1	  bound	  cohesin	  in	  to	  cohesive	  cohesin	  during	  S	  phase	  through	  acetylation	  of	  the	  Smc3	  subunit)-­‐dependent	  cohesion,	  via	  cohesin	  and	  multiple	  DNA	  intertwines.	  An	  intact	  sister	  chromatid	  is	  present	  when	  cells	  enter	  mitosis.	  Sister	  chromatids	  begin	  to	  be	  segregated	  during	  anaphase,	  a	  process	  that	  is	  completed	  at	  telophase.	  The	  nuclear	  envelope	  remains	  intact	  during	  mitosis	  in	  S.	  
cerevisiae,	  unlike	  in	  humans.	  Cytokinesis	  is	  the	  point	  at	  which	  already	  physically	  segregated	  sister	  chromatids	  are	  finally	  separated	  in	  to	  mother	  and	  slightly	  smaller	  daughter	  cells.	  As	  a	  sister	  chromatid	  is	  an	  exact	  copy	  formed	  during	  S	  phase,	  any	  DSB	  that	  is	  repaired	  using	  its	  sequences	  as	  a	  template	  has	  the	  potential	  to	  be	  error-­‐free	  if	  Rad52-­‐dependent	  HR	  is	  used.	  Any	  other	  genomic	  homologous	  template	  will	  lead	  to	  sequence	  change	  and	  thus	  the	  introduction	  of	  a	  mutation.	  Thus	  the	  sister	  chromatid	  acts	  as	  the	  ideal	  template	  for	  DSB	  repair.	  Cdk1	  activity	  is	  responsible	  for	  cell	  division	  and	  cycle	  progression	  and	  is	  implicated	  as	  the	  main	  determinant	  of	  DSB	  repair	  pathway	  choice	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Ira	  et	  al.,	  2004;	  Zhang	  et	  al.,	  2009).	  	  	  Experimental	  evidence	  supporting	  the	  role	  for	  the	  sister	  chromatid	  in	  driving	  DSB	  repair	  with	  HR	  is	  derived	  from	  diploid	  cells	  where	  repair	  of	  irradiation-­‐induced	  DSBs	  was	  compared	  between	  homologues	  and	  sisters	  when	  presented	  with	  a	  choice	  using	  recombination	  of	  ADE3	  and	  LEU1	  during	  G1	  and	  G2/M	  phases	  (Kadyk	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and	  Hartwell,	  1992).	  These	  studies	  show	  that	  in	  cells	  that	  are	  cycling	  and	  during	  S	  and	  G2/M	  phases	  the	  sister	  chromatid	  is	  the	  preferred	  DNA	  sequence	  donor	  for	  DSB	  repair,	  and	  perhaps	  proximity	  through	  cohesin	  and	  DNA	  intertwines	  may	  account	  for	  this	  observation	  (Unal	  et	  al.,	  2007).	  	  	  Proximity	  of	  sister	  chromatids	  through	  cohesin	  is	  perhaps	  too	  simple	  an	  explanation.	  Damage-­‐induced	  post-­‐replicative	  cohesin	  is	  induced	  in	  an	  Eco1-­‐dependent	  manner	  around	  a	  DSB	  and	  genome	  wide	  after	  a	  single	  DSB	  (Covo	  et	  al.,	  2010;	  Shroff	  et	  al.,	  2004;	  Unal	  et	  al.,	  2004)	  in	  budding	  yeast	  and	  vertebrate	  cells	  (DT40	  chicken	  and	  U2OS	  human	  cells)	  (Dodson	  and	  Morrison,	  2009).	  Damage-­‐induced	  cohesin	  promotes	  DSB	  repair	  and	  recombination	  between	  sister	  chromatids,	  and	  it	  suppresses	  recombination	  between	  homologues	  in	  a	  tetraploid	  model	  that	  assessed	  colony	  survival	  in	  strains	  with	  altered	  Scc1	  and	  Smc3	  levels	  (Covo	  et	  al.,	  2010).	  Furthermore,	  there	  is	  recent	  evidence	  for	  post-­‐replicative	  cohesin	  turnover	  around	  a	  DSB	  stemming	  from	  the	  observation	  that	  cohesin	  cleavage,	  in	  a	  model	  where	  conditional	  cleavage	  of	  Scc1	  using	  a	  cleavable	  and	  non-­‐cleavable	  allele	  is	  induced	  at	  the	  same	  time	  as	  DNA	  damage	  with	  a	  single	  DSB,	  is	  required	  for	  efficient	  DSB	  repair	  by	  HR	  (McAleenan	  et	  al.,	  2013).	  HR	  using	  the	  DNA	  sequences	  on	  a	  homologous	  chromosome	  has	  been	  observed	  during	  G1	  when	  a	  sister	  chromatid	  is	  of	  course	  not	  present	  but	  this	  study	  selected	  for	  surviving	  cells	  so	  the	  frequency	  of	  this	  observation	  may	  not	  represent	  the	  majority	  of	  cells,	  and	  direct	  evidence	  was	  not	  reported	  (Fabre,	  1978).	  Overall	  it	  appears	  that	  cohesin	  provides	  proximity	  between	  sister	  chromatids	  to	  assist	  in	  biased	  DSB	  repair	  with	  HR	  in	  a	  Cdk1-­‐dependent	  manner,	  but	  post-­‐replicative	  cohesin	  metabolism	  prior	  to	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anaphase	  also	  plays	  a	  role	  in	  DSB	  repair	  that	  requires	  further	  investigation,	  which	  is	  actively	  being	  undertaken	  others	  within	  the	  Cell	  Cycle	  Group.	  	  	  Cdk1	  activity	  increases	  after	  START	  at	  the	  end	  of	  G1	  phase,	  just	  before	  the	  onset	  of	  S	  phase	  and	  continues	  to	  rise,	  peaking	  during	  mitosis	  before	  rapidly	  declining,	  essential	  to	  trigger	  mitotic	  exit.	  The	  sister	  chromatid	  becomes	  present	  during	  S	  phase	  and	  remains	  available	  to	  contribute	  to	  DSB	  repair,	  until	  completion	  of	  segregation	  during	  telophase.	  There	  are	  two	  major	  opportunities	  during	  the	  cell	  division	  cycle	  when	  the	  co-­‐relation	  of	  Cdk1	  activity	  and	  the	  presence	  of	  the	  sister	  chromatid	  are	  altered:	  	  	   1. During	  late	  G1	  and	  S	  phase	  low	  but	  rising	  Cdk1	  activity	  is	  present	  but	  there	  are	  un-­‐replicated	  regions	  of	  DNA,	  thus	  without	  the	  presence	  of	  a	  sister	  chromatid.	  2. During	  telophase	  after	  chromosome	  segregation,	  before	  decline	  of	  Cdk1	  activity,	  intact	  sister	  chromatids	  are	  present	  but	  remain	  physically	  separated	  and	  thus	  unavailable	  to	  contribute	  to	  HR.	  	  	  Thus	  there	  are	  two	  windows	  during	  the	  cell	  division	  cycle	  to	  investigate	  the	  role	  of	  the	  sister	  chromatid	  in	  influencing	  HR	  pathway	  choice	  in	  the	  presence	  of	  Cdk1	  activity.	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When	  α-­‐factor	  arrested	  G1	  cells	  with	  a	  DSB	  are	  released	  into	  S	  phase,	  both	  DNA	  resection	  and	  repair	  are	  observed	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Doksani	  et	  al.,	  2009),	  and	  HR	  is	  defective	  if	  Cdk1	  activity	  is	  inhibited	  by	  overexpression	  of	  SIC1	  (Aylon	  et	  al.,	  2004).	  A	  single	  DSB	  recruits	  Rfa1	  nuclear	  foci	  poorly	  compared	  to	  multiple	  irradiation-­‐induced	  DSBs,	  and	  recruitment	  only	  occurs	  after	  cells	  have	  left	  G1	  and	  entered	  S	  phase	  when	  Cdk1	  activity	  is	  present	  (Barlow	  et	  al.,	  2008).	  DSB	  dose	  and	  cell	  division	  cycle	  stage	  affects	  signalling,	  with	  Rad53	  phosphorylation	  observed	  only	  after	  S	  phase	  entry	  (Zierhut	  and	  Diffley,	  2008).	  Directly	  monitoring	  DNA	  with	  Southern	  blotting	  reveals	  that	  G1	  arrested	  cells	  that	  are	  released	  in	  to	  S	  phase	  repair	  a	  DSB	  by	  HR	  in	  the	  presence	  of	  Cdk1	  activity	  when	  a	  sister	  chromatid	  is	  available	  (Doksani	  et	  al.,	  2009).	  Rad53	  phosphorylation	  also	  occurs	  in	  S	  phase	  but	  not	  during	  G1	  when	  the	  DSB	  is	  induced	  (Ira	  et	  al.,	  2004).	  	  Cdc7	  is	  a	  DDK	  (Dbf4-­‐dependent	  kinase)	  catalytic	  subunit	  and	  is	  required	  for	  S	  phase	  origin	  firing	  and	  replication	  fork	  progression.	  It	  functions	  through	  the	  phosphorylation	  of	  Cdc45	  and	  Mcm2-­‐7	  complexes.	  Cells	  arrested	  with	  either	  CDC7-­‐
AS3	  (analogue	  sensitive)	  or	  CDC7-­‐2	  (temperature-­‐sensitive)	  alleles	  are	  arrested	  during	  G1	  after	  START,	  thus	  have	  Cdk1	  activity,	  but	  are	  unable	  to	  initiate	  DNA	  replication	  and	  sister	  chromatid	  formation.	  These	  cells	  are	  able	  to	  undergo	  resection	  and	  HR	  without	  the	  formation	  of	  a	  sister	  chromatid,	  albeit	  less	  efficiently	  compared	  to	  cycling	  cells	  or	  those	  released	  into	  S	  phase	  from	  G1.	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Ira	  et	  al.,	  2004).	  However,	  HR	  was	  only	  observed	  in	  40%	  of	  CDC7-­‐2	  cells,	  Cdk1	  activity	  is	  much	  lower	  than	  during	  mitosis,	  and	  a	  sister	  chromatid	  is	  not	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present.	  Thus	  mitosis	  is	  a	  more	  appropriate	  cell	  division	  cycle	  to	  uncouple	  the	  presence	  of	  an	  intact	  sister	  chromatid	  with	  high	  Cdk1	  activity.	  	  Cdc4	  is	  a	  F-­‐box	  protein	  that	  associates	  with	  other	  core	  SCF	  proteins	  (Cdc53p,	  Skp1p	  and	  Hrt1p/Rbx1p)	  and	  promotes	  ubiquitination	  of	  Cdk1	  phosphorylated	  substrates	  important	  for	  G1	  transition	  to	  S	  phase	  and	  DNA	  replication,	  including	  Sic1,	  Cln3,	  Cdc6,	  Clb6,	  and	  Far1	  (Feldman	  et	  al.,	  1997;	  Henchoz	  et	  al.,	  1997).	  Cdc4-­‐1	  is	  required	  for	  both	  the	  G1/S	  and	  G2/M	  phase	  transitions	  (Goh	  and	  Surana,	  1999).	  Similarly	  to	  CDC7-­‐2,	  CDC4-­‐1	  arrest	  at	  the	  transition	  of	  late	  G1	  and	  S	  phase,	  however,	  without	  Cdk1	  activity	  and	  DNA	  replication.	  These	  cells	  do	  not	  undergo	  gene	  conversion	  after	  a	  DSB	  (Aylon	  et	  al.,	  2004).	  	  With	  DSB	  induction	  in	  α-­‐factor	  mediated	  G1	  arrested	  cells,	  a	  time	  without	  Cdk1	  activity,	  DNA	  resection	  is	  limited	  with	  failure	  of	  RPA	  and	  Rad51	  loading,	  as	  is	  DSB	  DNA	  damage	  signalling	  through	  Mec1	  and	  Rad53	  activation	  (Ira	  et	  al.,	  2004).	  DNA	  resection	  can	  be	  increased	  in	  these	  G1	  arrested	  cells	  by	  preventing	  Ku70	  heterodimer	  (with	  Ku80)	  binding	  to	  the	  DSB	  DNA	  end	  with	  Ku70Δ	  cells	  (Zhang	  et	  al.,	  2009),	  or	  by	  preventing	  completion	  of	  ligation	  of	  DSB	  ends	  with	  dnl4Δ	  cells	  (Aylon	  et	  al.,	  2004).	  Resection	  of	  MAT	  sequences	  is	  greater	  in	  strains	  without	  a	  donor	  cassette	  than	  in	  those	  with	  a	  donor	  cassette	  (Ira	  et	  al.,	  2004).	  Furthermore,	  NHEJ	  is	  active	  and	  the	  predominant	  repair	  pathway,	  with	  greater	  recruitment	  of	  Ku70,	  Ku80,	  Lif1,	  and	  Mre11,	  compared	  to	  mitotic	  metaphase	  (Zhang	  et	  al.,	  2009).	  One	  explanation	  for	  these	  collected	  observations	  is	  that	  they	  are	  simply	  features	  of	  the	  haploid	  cells.	  Diploids	  exposed	  to	  ultraviolet	  or	  gamma	  rays	  do	  undergo	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homologous	  recombination	  with	  loss	  of	  heterozygosity	  in	  G1	  (Fabre,	  1978;	  Galli	  and	  Schiestl,	  1998)	  but	  these	  experiments	  might	  be	  biased	  towards	  rare	  recombination	  products	  and	  may	  thus	  not	  reflect	  the	  majority	  of	  cells.	  Others	  have	  reported	  that	  HR	  is	  present	  but	  reduced	  in	  G1	  arrested	  diploid	  or	  disomal	  cells	  after	  a	  single	  DSB	  with	  HO	  endonuclease	  cleavage	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Ira	  et	  al.,	  2004).	  SSA	  is	  also	  reported	  to	  be	  active	  in	  G1.	  Thus	  HR,	  MAT	  switching,	  and	  checkpoint	  activation,	  are	  reduced	  but	  present	  in	  G1	  after	  a	  single	  DSB.	  	  	  Other	  approaches	  to	  separate	  the	  presence	  of	  the	  sister	  chromatid	  from	  Cdk1	  activity	  are	  to	  make	  Cdk1	  active	  in	  G1,	  when	  a	  sister	  chromatid	  is	  not	  available,	  or	  to	  permit	  cells	  to	  enter	  S	  phase	  and	  induce	  a	  DSB	  in	  a	  region	  known	  to	  be	  un-­‐replicated,	  distal	  to	  a	  late	  firing	  origin.	  A	  limitation	  with	  all	  these	  approaches	  is	  that	  Cdk1	  activity	  in	  early	  S	  phase	  is	  relatively	  low	  compared	  to	  mitosis	  and	  an	  intact	  sister	  chromatid	  with	  homologous	  sequences	  to	  the	  DSB	  may	  not	  be	  present.	  Further	  limitations	  with	  G1/early	  S	  phase	  models	  are	  outlined	  below:	  	  
• DNA	  resection	  is	  a	  key	  step	  towards	  commitment	  for	  HR	  repair	  of	  a	  DSB	  and	  is	  initiated	  after	  MRX	  complex	  loading,	  with	  nuclease	  end-­‐processing	  and	  extensive	  resection	  of	  the	  DSB	  ends	  to	  form	  3’	  single	  strand	  DNA	  (ssDNA).	  The	  Ku70/Ku80	  complex	  inhibits	  DNA	  resection	  during	  G1,	  and	  Cdk1	  activity	  prevents	  binding	  of	  Ku70/Ku80	  to	  DSB	  ends	  facilitating	  nucleolytic	  resection	  and	  repair	  by	  HR	  during	  S	  and	  G2/M	  phases	  (Lee	  et	  al.,	  1998;	  Zhang	  et	  al.,	  2009).	  However,	  DNA	  resection	  detected	  by	  Southern	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probing	  in	  cells	  arrested	  during	  G2/M	  with	  nocodazole	  treatment	  is	  not	  influenced	  by	  Δku70	  and	  Δku80	  (Clerici	  et	  al.,	  2008).	  	  	  
• During	  G1,	  a	  DSB	  activates	  Mec1-­‐Ddc2	  checkpoint	  complex	  after	  9-­‐1-­‐1	  (Rad9–Hus1–Rad1)	  clamp	  loading,	  recruited	  by	  ssDNA	  bound	  by	  RPA	  (Myung	  et	  al.,	  2001).	  Mec1	  phosphorylates	  Rad54	  at	  S378	  as	  well	  as	  RPA2	  and	  H2A	  (Janke	  et	  al.,	  2010).	  Rad53,	  Rad9	  and	  Mrc1	  are	  not	  activated	  after	  a	  single	  DSB	  suggesting	  that	  the	  DNA	  damage	  response	  is	  truncated	  during	  G1	  compared	  to	  other	  cell	  division	  cycle	  phases	  when	  Cdk1	  activity	  is	  present	  with	  the	  sister	  chromatid.	  	  
• Rad52	  is	  a	  critical	  component	  of	  the	  HR	  pathway	  after	  the	  resection	  stage	  and	  is	  targeted	  by	  Cdk1.	  Rad52	  loading	  catalyses	  the	  assembly	  of	  a	  Rad51	  nucleoprotein	  filament	  critical	  for	  sequence	  homology	  search	  (Lisby	  et	  al.,	  2004;	  New	  et	  al.,	  1998)	  and	  subsequent	  strand	  invasion	  with	  Rad54	  and	  strand	  pairing	  and	  exchange	  with	  Rad55/Rad57	  (Sugawara	  et	  al.,	  1995).	  Cdk1	  activity	  is	  required	  for	  Rad52;	  Cdk1	  inhibition	  with	  1-­‐NMPP-­‐1	  reduces	  Rad52	  foci	  accumulation	  in	  the	  presence	  of	  irradiation-­‐induced	  DNA	  damage,	  compared	  to	  cycling	  cells	  (Barlow	  and	  Rothstein,	  2009).	  Rad52	  foci	  are	  absent	  in	  G1	  arrested	  cells	  (Lisby	  et	  al.,	  2003a;	  Lisby	  et	  al.,	  2004).	  Loss	  of	  Rad52	  foci	  is	  also	  observed	  in	  G1	  arrested	  CDC4-­‐1	  cells	  at	  restrictive	  temperature	  that	  have	  low	  Cdk1	  activity	  (Barlow	  and	  Rothstein,	  2009).	  Expression	  of	  RAD52	  and	  RAD51	  increases	  during	  S	  phase,	  as	  does	  Cdk1	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activity.	  These	  Cdk1	  dependent	  mechanisms	  that	  favour	  HR	  might	  be	  active	  during	  telophase.	  	  Human	  evidence	  of	  Cdk1	  and	  Cdk2	  activity	  governing	  repair	  pathway	  choice	  in	  U2OS	  cells	  is	  concordant	  with	  yeast	  studies.	  Incubation	  of	  cells	  with	  20	  μmol/L	  or	  50	  μM	  roscovitine,	  a	  broad	  based	  Cdk	  inhibitor	  (De	  Azevedo	  et	  al.,	  1997),	  reduced	  RPA	  foci	  size	  after	  10	  Gy	  irradiation	  treatment	  (Deans	  et	  al.,	  2006;	  Jazayeri	  et	  al.,	  2006).	  However,	  this	  is	  indirect	  evidence	  in	  a	  human	  osteosarcoma	  cell	  line,	  and	  foci	  remained	  clearly	  visible	  and	  were	  only	  slightly	  reduced	  compared	  to	  untreated	  cells.	  These	  cells	  were	  used	  by	  another	  group	  to	  count	  foci	  of	  Rad52	  and	  reported	  that	  active	  DNA	  replication	  correlated	  more	  closely	  to	  HR	  activity	  than	  the	  presence	  of	  the	  sister	  chromatid	  for	  DSBs	  induced	  by	  200	  ng/ml	  neocarzinostatin,	  which	  mimics	  irradiation-­‐mediated	  breaks	  (Karanam	  et	  al.,	  2012;	  Shiloh	  et	  al.,	  1983).	  	  Cell	  division	  cycle	  control	  of	  resection	  in	  a	  Cdk1-­‐dependent	  manner	  is	  a	  known	  determinant	  governing	  the	  choice	  between	  DSB	  repair	  pathways	  during	  different	  phases	  of	  the	  cell	  division	  cycle.	  During	  S	  phase,	  Cdk1	  activity	  is	  present	  and	  rising	  as	  cells	  progress	  towards	  G2/M	  phase	  favouring	  the	  HR	  pathway	  in	  response	  to	  a	  DSB.	  Although	  others	  had	  chosen	  to	  investigate	  the	  role	  of	  sister	  chromatids	  in	  late	  G1	  and	  early	  S	  phase,	  this	  study	  used	  telophase	  to	  address	  the	  question	  using	  an	  intact	  sister	  chromatid	  in	  the	  presence	  of	  mitotic	  Cdk1	  activity.	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1.4 Aim	  and	  research	  question	  	  Cdk1	  activity	  directs	  DSB	  nucleolytic	  resection	  and	  subsequent	  repair	  towards	  the	  HR	  pathway.	  There	  is	  co-­‐relation	  between	  Cdk1	  activity	  and	  the	  presence	  of	  a	  sister	  chromatid.	  Cdk1	  activity	  peaks	  during	  mitosis.	  The	  aim	  of	  this	  study	  is	  to	  generate	  an	  experimental	  system	  in	  which	  the	  availability	  of	  the	  sister	  chromatid	  is	  uncoupled	  from	  mitotic	  Cdk1	  activity	  for	  repair	  of	  a	  DNA	  DSB.	  The	  overall	  research	  question	  is,	  in	  addition	  to	  Cdk1	  activity	  is	  the	  presence	  of	  an	  intact	  sister	  chromatid	  a	  requirement	  to	  initiate	  DSB	  repair	  with	  the	  HR	  pathway.	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2 Results	  
	  
2.1 Objectives	  	  
• Determine	  if	  the	  auxin-­‐inducible	  degron	  system	  can	  be	  reproduced.	  
• Construct	  and	  phenotype	  mitotic	  metaphase	  and	  telophase	  arresting	  strains	  capable	  of	  conditional	  DSB	  induction.	  	  
2.2 Approach	  	  Sister	  chromatids	  form	  during	  S	  phase	  when	  DNA	  is	  replicating	  and	  remain	  physically	  associated,	  enclosed	  by	  rings	  of	  cohesin	  in	  an	  Eco1-­‐dependent	  manner,	  until	  metaphase	  when	  they	  align	  along	  the	  mitotic	  spindle	  with	  microtubule	  attachment	  to	  kinetochores	  (Gruber	  et	  al.,	  2003;	  Haering	  et	  al.,	  2008;	  Uhlmann	  et	  al.,	  1999).	  Cdk1	  activity	  is	  present	  from	  START	  during	  late	  G1	  through	  association	  with	  B-­‐type	  cyclins,	  prior	  to	  sister	  chromatid	  formation	  and	  increases	  progressively	  to	  peak	  during	  mitosis.	  After	  sister	  chromatids	  are	  segregated	  during	  telophase	  Cdk1	  activity	  declines	  and	  phosphorylation	  of	  Cdk1	  targets	  is	  reversed.	  The	  cell	  division	  cycle	  can	  be	  followed	  accurately	  by	  observing	  budding,	  which	  signifies	  entry	  into	  S	  phase	  and	  DNA	  replication.	  Progressive	  increase	  in	  bud	  growth	  and	  size	  are	  dependent	  on	  and	  correlate	  with	  Cdk1	  activity	  (McCusker	  et	  al.,	  2007).	  When	  daughter	  bud	  size	  is	  similar	  to	  mother	  bud	  size	  (bilobed),	  cells	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have	  entered	  G2/M	  phase.	  Cell	  cycle	  progression	  through	  S	  phase	  can	  be	  assessed	  with	  flow	  cytometry,	  using	  propidium	  iodide	  to	  stain	  DNA	  content.	  However,	  to	  assess	  different	  phases	  of	  mitosis,	  microscopy	  with	  DAPI	  body	  DNA	  staining	  is	  required	  to	  differentiate	  between	  unsegregated	  and	  segregated	  sister	  chromatids	  present	  during	  metaphase	  and	  telophase.	  	  	  Cdk1	  phosphorylation	  facilitates	  Cdc20	  binding	  with	  APC	  to	  form	  APCCdc20,	  which	  drives	  progression	  from	  metaphase	  to	  anaphase.	  It	  targets	  Pds1	  (securin)	  for	  proteasomal	  destruction	  by	  ubiquitination.	  With	  Pds1	  destroyed,	  Esp1	  liberation	  inhibits	  the	  phosphatase	  PP2ACdc55	  and	  cleaves	  the	  cohesin	  ring	  subunit	  Scc1	  (Rad21),	  with	  separation	  of	  sister	  chromatids	  during	  anaphase	  through	  the	  action	  of	  kinetochore	  microtubules	  (Uhlmann	  et	  al.,	  1999).	  Phosphatase	  PP2ACdc55	  inhibition	  leads	  to	  activation	  of	  the	  FEAR	  network,	  which	  results	  in	  partial	  Cdc14	  activation.	  Subsequent	  triggering	  of	  the	  MEN	  promotes	  sustained	  Cdc14	  activity.	  Segregation	  of	  sister	  chromatids	  is	  complete	  during	  telophase	  to	  separate	  nuclear	  poles	  between	  mother	  and	  daughter	  cells	  with	  the	  action	  of	  interpolar	  and	  astral	  microtubules	  prior	  to	  cytokinesis.	  This	  completes	  closed	  mitosis.	  Thus	  depletion	  of	  Cdc20	  causes	  metaphase	  arrest	  prior	  to	  physical	  separation	  of	  sister	  chromatids	  in	  the	  presence	  of	  mitotic	  Cdk1	  activity	  (Cdk1-­‐Clb2)	  (Tavormina	  and	  Burke,	  1998).	  Similarly,	  inhibition	  of	  microtubule	  polymerisation	  also	  causes	  metaphase	  arrest	  with	  associated	  sister	  chromatids	  that	  are	  unable	  to	  align	  along	  the	  mitotic	  spindle,	  and	  when	  induced	  with	  nocodazole,	  spindle	  assembly	  checkpoint	  activation	  indirectly	  negatively	  regulates	  Cdc20	  (Alexandru	  et	  al.,	  1999).	  Both	  approaches	  prevent	  Cdc20	  association	  with	  APC.	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Cdk1	  activity	  induces	  mitotic	  exit,	  and	  its	  own	  inactivation.	  Decline	  of	  Cdk1	  activity	  is	  achieved	  chiefly	  through	  three	  mechanisms.	  Cdk1	  phosphorylates	  three	  APC	  components,	  Cdc16,	  Cdc23,	  and	  Cdc27,	  permitting	  Cdc20	  binding.	  The	  APC	  targets	  cyclins	  for	  destruction,	  mainly	  in	  association	  with	  Cdh1	  (APCCdh1).	  However,	  APCCdc20	  and	  APCCdh1	  targeting	  of	  Clb2	  for	  proteasomal	  destruction	  is	  particularly	  important	  for	  mitotic	  exit	  (Lim	  et	  al.,	  1998).	  CKI	  expression	  occurs;	  Sic1	  is	  expressed	  and	  prevents	  re-­‐synthesis	  of	  B-­‐type	  mitotic	  cyclins.	  Finally	  Cdc14-­‐mediated	  dephosphorylation	  of	  serine,	  threonine,	  and	  tyrosine	  Cdk1	  phosphorylation	  targets	  resets	  the	  cell	  division	  cycle	  to	  a	  G1-­‐like	  state	  and	  is	  required	  for	  mitotic	  exit	  (Taylor	  et	  al.,	  1997).	  Through	  this	  mechanism,	  Cdc14	  activates	  Sic1,	  and	  induces	  SIC1	  expression	  by	  dephosphorylating	  Swi5,	  a	  transcription	  factor	  for	  SIC1	  (Visintin	  et	  al.,	  1998).	  Lack	  of	  Cdc14	  results	  in	  continued	  mitotic	  Cdk1	  target	  activity,	  as	  phosphorylation	  states	  will	  persist	  until	  reversed	  actively.	  Thus,	  Cdc14	  depletion	  results	  in	  telophase	  arrest	  with	  segregated	  sister	  chromatids	  and	  active	  mitotic	  Cdk1	  targets.	  Induction	  of	  a	  DSB	  at	  this	  cell	  division	  cycle	  stage	  without	  Cdc14	  activity	  enables	  interrogation	  of	  the	  role	  of	  the	  sister	  chromatid	  and	  whether	  it	  is	  a	  requirement	  for	  HR	  pathway	  repair	  in	  addition	  to	  Cdk1	  activity	  (Figure	  5).	  Metaphase	  arrest	  with	  Cdc20	  depletion	  or	  inhibition	  of	  microtubule	  function	  can	  therefore	  act	  as	  controls.	  	  Net1	  sequesters	  Cdc14	  within	  the	  nucleolus	  during	  most	  of	  the	  cell	  division	  cycle.	  PP2ACdc55	  inhibition	  by	  Esp1	  activates	  the	  FEAR	  network,	  with	  Cdk1-­‐Clb1,	  Cdk1-­‐Clb2,	  and	  Cdc5-­‐mediated	  Net1	  phosphorylation,	  permitting	  dissociation	  of	  Cdc14	  from	  Net1,	  and	  its	  release	  from	  the	  nucleolus.	  The	  small	  amount	  of	  Cdc14	  that	  is	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released	  further	  destabilises	  Pds1,	  releasing	  more	  Cdc14	  in	  a	  positive	  feedback	  loop.	  Slk19	  is	  an	  Esp1-­‐associated	  protein	  that	  may	  also	  play	  a	  role.	  PP2ACdc55	  inhibition	  also	  activates	  the	  MEN,	  by	  permitting	  Cdc5-­‐mediated	  inactivating	  phosphorylation	  of	  Bfa1-­‐Bub2.	  Bub2	  GAP	  activity	  down-­‐regulation	  permits	  activation	  of	  Tem1,	  a	  ras-­‐like	  GTPase	  that	  localises	  to	  the	  daughter-­‐bound	  spindle	  pole	  body	  where	  Lte1	  is	  located,	  triggering	  the	  MEN.	  Tem1	  interacts	  with	  the	  kinase	  Cdc15	  at	  the	  spindle	  pole	  body,	  which	  activates	  the	  Mob1-­‐Dbf2	  kinase	  complex,	  promoting	  release	  of	  Cdc14	  from	  the	  nucleolus,	  in	  part	  by	  phosphorylation	  near	  the	  nuclear	  localisation	  signal,	  although	  the	  exact	  mechanism	  is	  unclear.	  For	  the	  MEN	  to	  be	  fully	  active,	  Cdc14-­‐mediated	  dephosphorylation	  of	  inhibitory	  Cdk1	  sites	  on	  Cdc15	  and	  Mob1	  is	  required	  (Jaspersen	  and	  Morgan,	  2000).	  Completion	  of	  cytokinesis	  is	  signalled	  by	  return	  of	  Cdc14	  back	  to	  the	  nucleolus	  and	  relocation	  of	  Cdc15	  to	  the	  daughter	  spindle	  pole	  body	  (Menssen	  et	  al.,	  2001).	  Cdc15	  depletion	  results	  in	  telophase	  arrest	  with	  segregated	  sister	  chromatids	  and	  active	  mitotic	  Cdk1	  targets,	  by	  preventing	  complete	  Cdc14	  activity	  partly	  because	  it	  is	  re-­‐sequestered	  back	  into	  the	  nucleolus	  despite	  Net1	  being	  phosphorylated	  (Azzam	  et	  al.,	  2004).	  With	  depletion	  of	  either	  Cdc14	  or	  Cdc15	  telophase	  arrest	  occurs,	  with	  high	  levels	  of	  Cdk1-­‐Clb2	  and	  Cdk1	  targets	  remain	  phosphorylated	  but	  further	  Cdk1	  phosphorylation	  of	  substrates	  is	  limited	  (Jaspersen	  et	  al.,	  1998;	  Visintin	  et	  al.,	  1998).	  Induction	  of	  a	  DSB	  at	  this	  cell	  division	  cycle	  stage	  permits	  investigation	  of	  whether	  the	  sister	  chromatid	  is	  a	  requirement	  for	  HR	  pathway	  repair	  in	  the	  presence	  to	  Cdk1	  activity	  (Figure	  5).	  A	  single	  site-­‐specific	  DSB	  can	  be	  induced	  using	  the	  HO	  or	  I-­‐SceI	  endonuclease	  systems	  (Plessis	  et	  al.,	  1992).	  Although	  micro	  laser	  dissection	  can	  induce	  a	  single	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DSB	  the	  approach	  is	  impractical	  in	  yeast	  as	  individual	  chromosomes	  are	  not	  visible	  with	  conventional	  microscopy	  (Kim	  et	  al.,	  2007).	  	  Cell	  division	  cycle	  genes	  are	  essential	  thus	  cannot	  be	  permanently	  disrupted	  or	  deleted	  without	  loss	  of	  cell	  viability.	  To	  study	  DSB	  induction	  and	  repair	  in	  cells	  arrested	  in	  either	  mitotic	  metaphase	  or	  telophase,	  conditional	  mutants	  were	  thus	  constructed.	  As	  normal	  protein	  function	  is	  required	  prior	  to	  commencement	  of	  an	  experiment,	  strategies	  directed	  towards	  conditional	  protein	  instability,	  accelerated	  degradation,	  or	  reduced	  transcription	  were	  explored.	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Figure	  5.	  Telophase	  arrest	  occurs	  with	  Cdc14	  or	  Cdc15	  depletion,	  with	  
segregated	  sister	  chromatids	  in	  the	  presence	  of	  mitotic	  Cdk1	  activity.	  During	  telophase	  arrest	  induced	  by	  either	  Cdc14	  or	  Cdc15	  depletion	  Cdk1	  activity	  is	  high	  and	  sister	  chromatids	  are	  segregated.	  This	  is	  suitable	  to	  investigate	  if	  the	  absence	  of	  an	  intact	  sister	  chromatid	  in	  the	  presence	  of	  Cdk1	  activity	  affects	  DSB	  repair	  with	  the	  HR	  pathway.	  Metaphase	  arrest	  with	  Cdc20,	  either	  directly	  or	  indirectly	  by	  activation	  of	  the	  spindle	  checkpoint	  by	  inhibition	  of	  microtubule	  polymerisation,	  is	  a	  suitable	  control	  as	  sister	  chromatids	  are	  unsegregated	  in	  the	  presence	  of	  Cdk1	  activity.	  In	  all	  conditions,	  Cdk1-­‐Clb2	  is	  active	  (Jaspersen	  et	  al.,	  1998;	  Visintin	  et	  al.,	  1998).	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2.3 Auxin-­‐inducible	  degron	  mediated	  fusion	  protein	  depletion	  	  
2.3.1 Partial	  auxin-­‐sensitive	  phenotypes	  of	  Cdc14,	  Cdc15,	  and	  Cdc20	  IAA17	  
fusion	  proteins	  	  Directly	  targeting	  protein	  stability	  may	  result	  in	  rapid	  depletion,	  and	  might	  be	  reversible.	  Conditional	  regulation	  of	  protein	  function	  can	  be	  achieved	  by	  interfering	  with	  protein	  localisation.	  Well-­‐characterised	  systems	  include	  the	  use	  of	  steroid	  hormone	  binding	  (Picard	  et	  al.,	  1988)	  or	  rapamycin-­‐dependent	  dimerization	  domains	  (Haruki	  et	  al.,	  2008)	  to	  control	  nuclear	  localization.	  A	  limitation	  of	  this	  approach	  is	  that	  the	  activity	  of	  the	  protein	  of	  interest	  must	  be	  restricted	  to	  a	  specific	  cellular	  compartment,	  and	  it	  should	  function	  by	  interacting	  with	  macromolecules.	  Direct	  proteasome	  targeting	  of	  a	  protein	  with	  a	  ligand,	  such	  a	  rapamycin	  (Janse	  et	  al.,	  2004),	  or	  use	  of	  a	  temperature	  degron	  using	  the	  N-­‐end	  rule	  (Dohmen	  et	  al.,	  1994)	  are	  other	  possible	  strategies	  that	  have	  limitations	  such	  as	  the	  requirement	  of	  an	  N-­‐terminal	  destabilising	  amino	  acid	  fusion	  (often	  with	  arginine	  dihydrofolate	  reductase)	  and	  heat	  shock,	  and	  off-­‐target	  ligand	  effects	  -­‐	  rapamycin	  interferes	  with	  autophagy	  and	  degrades	  Sae2	  and	  thus	  may	  interfere	  with	  DSB	  repair	  (Dotiwala	  et	  al.,	  2013;	  Robert	  et	  al.,	  2011).	  RNA	  interference	  (RNAi)-­‐mediated	  down-­‐regulation	  of	  gene	  expression	  by	  depletion	  of	  mRNA	  is	  frequently	  used	  in	  higher	  eukaryotes.	  However,	  this	  approach	  is	  unsuitable	  in	  S.	  
cerevisiae	  due	  to	  lack	  of	  a	  suitable	  RNAi	  pathway.	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An	  auxin-­‐induced	  protein	  degradation	  system	  used	  for	  S.	  Cerevisiae	  has	  recently	  been	  described	  (Nishimura	  et	  al.,	  2009).	  Auxins	  are	  plant	  hormones	  that	  bind	  to	  the	  F-­‐box	  transport	  inhibitor	  response	  1	  (TIR1)	  protein	  and	  promote	  the	  interaction	  of	  the	  E3	  ubiquitin	  ligase	  SCF-­‐TIR1	  (a	  form	  of	  Skp,	  Cullin,	  F-­‐box	  (SCF)	  complex	  containing	  TIR1),	  and	  auxin	  (AUX/IAA)	  transcription	  repressors.	  Eukaryotes	  are	  insensitive	  to	  the	  major	  effects	  of	  auxins.	  IAA17	  (also	  known	  as	  AXR3)	  is	  an	  auxin-­‐inducible	  degron	  (AID)	  protein	  tag,	  which	  can	  be	  fused	  to	  the	  N-­‐	  or	  C-­‐terminus	  of	  proteins	  (Figure	  6).	  It	  is	  derived	  from	  the	  small	  flowering	  plant	  
Arabidopsis	  thaliana	  (AtTIR1).	  	  	  The	  rice	  Oryza	  sativa	  TIR1	  (OsTIR1)	  was	  reported	  to	  be	  associated	  with	  most	  efficient	  protein	  depletion	  through	  a	  range	  of	  temperatures	  (Nishimura	  et	  al.,	  2009).	  There	  are	  a	  number	  of	  potential	  advantages	  of	  using	  this	  system,	  which	  did	  not	  require	  temperature	  changes	  or	  restriction	  of	  a	  protein	  to	  a	  particular	  compartment.	  No	  experience	  with	  this	  new	  system	  was	  present	  in	  the	  Cell	  Cycle	  Group.	  Given	  that	  C-­‐terminal	  fusion	  of	  IAA17	  to	  Cdc45	  resulted	  in	  an	  auxin	  sensitive	  fusion	  protein	  with	  a	  phenotype	  of	  robust	  terminal	  growth	  inhibition	  on	  YEP	  agar	  media	  (Nishimura	  et	  al.,	  2009),	  this	  was	  chosen	  as	  a	  control	  to	  assess	  whether	  the	  system	  was	  reproducible	  in	  our	  laboratory.	  The	  C-­‐termini	  of	  Cdc14,	  Cdc15,	  and	  Cdc20	  were	  also	  fused	  with	  IAA17	  to	  determine	  if	  they	  also	  exhibited	  this	  growth	  inhibition	  phenotype	  on	  agar	  media.	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Figure	  6.	  Auxin-­‐induced	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The	  strains	  with	  AtTIR1	  and	  OsTIR1	  under	  the	  control	  of	  constitutively	  expressed	  
ADH1	  (CCG8789	  and	  CGG8791,	  respectively)	  or	  conditionally	  expressed	  GAL	  promoters	  (CCG8788	  and	  CCG8792,	  respectively)	  (Table	  2)	  used	  by	  the	  Japanese	  group	  were	  obtained	  along	  with	  plasmids	  pMK38	  and	  pMK43	  for	  N-­‐	  and	  C-­‐terminal	  protein	  fusion,	  respectively	  (Table	  3).	  Specific	  primer	  pairs	  were	  designed	  to	  amplify	  a	  DNA	  cassette	  with	  PCR	  of	  IAA17	  fused	  to	  KANMX4	  for	  G418	  antibiotic	  selection	  from	  pMK43.	  The	  primers	  also	  required	  sequence	  homology	  to	  the	  C-­‐terminus	  of	  each	  of	  CDC45,	  CDC14,	  CDC15,	  CDC20,	  permitting	  targeted	  transformation	  of	  competent	  cells	  through	  homologous	  recombination.	  	  	  The	  primer	  pairs	  were	  used	  to	  amplify	  a	  DNA	  cassette,	  with	  high	  fidelity	  proof-­‐reading	  enzyme	  (Tgo	  and	  Taq	  polymerase	  mix).	  DNA	  was	  gel	  purified	  before	  transformation	  into	  freshly	  prepared	  competent	  cells,	  and	  spread	  onto	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  in	  the	  presence	  of	  G418	  for	  selection	  and	  incubated	  at	  30°C	  for	  three	  to	  five	  days.	  Surviving	  colonies	  were	  harvested	  and	  screened	  for	  correct	  site-­‐specific	  integration	  by	  colony	  PCR	  with	  primer	  pairs	  annealing	  across	  the	  5’	  and	  3’	  integration	  sites.	  The	  terminal	  growth	  inhibition	  phenotype	  of	  these	  identified	  colonies	  was	  assessed	  in	  a	  semi-­‐quantitative	  manner	  using	  drops,	  in	  the	  absence	  or	  presence	  of	  the	  same	  concentration	  of	  IAA	  previously	  reported	  (Nishimura	  et	  al.,	  2009),	  compared	  to	  wild-­‐type	  TIR1	  cells,	  with	  10-­‐fold	  dilutions	  (Figure	  7).	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The	  wild-­‐type	  strains	  with	  TIR1	  grow	  equally	  well	  with	  or	  without	  IAA	  on	  agar.	  The	  published	  phenotype	  for	  the	  Cdc45-­‐IAA17	  fusions	  in	  the	  presence	  of	  0.5	  mM	  IAA	  is	  no	  growth	  or	  a	  haze	  of	  very	  limited	  colony	  growth	  for	  the	  first	  undiluted	  spot	  of	  cells	  of	  OD595	  1.0	  (Nishimura	  et	  al.,	  2009).	  This	  was	  observed	  in	  this	  study	  (Figure	  7)	  indicating	  that	  the	  technique	  was	  correctly	  reproduced.	  All	  of	  the	  mitosis	  arrest	  fusions	  exhibit	  a	  partial	  phenotype,	  with	  some	  growth	  in	  the	  undiluted	  and	  subsequent	  10-­‐fold	  dilutions.	  Cdc15	  is	  the	  most	  sensitive	  to	  IAA,	  followed	  by	  Cdc14,	  then	  Cdc20	  (Figure	  7).	  	  	  As	  the	  Cdc15-­‐IAA17	  fusion	  protein	  strains	  performed	  best	  on	  agar,	  they	  were	  tested	  in	  liquid	  media	  to	  determine	  if	  the	  observed	  terminal	  growth	  arrest	  on	  agar	  was	  associated	  with	  accumulation	  of	  bilobed	  cells.	  The	  ADH1	  promoter	  TIR1	  strains	  were	  chosen	  for	  further	  phenotype	  testing	  because	  the	  GAL	  promoter	  will	  be	  required	  to	  induce	  expression	  of	  either	  HO	  or	  I-­‐SceI	  endonucleases	  when	  DSB	  induction	  is	  needed	  in	  future	  experiments,	  after	  cell	  division	  cycle	  arrest	  has	  already	  occurred.	  Thus	  GAL-­‐TIR1	  strains	  would	  not	  be	  suitable.	  Substitution	  with	  a	  copper-­‐sensitive	  promoter	  was	  contemplated	  but	  was	  not	  performed	  because	  the	  copper	  ligand	  itself	  can	  affect	  cell	  growth	  (Jo	  et	  al.,	  2008).	  	  	  Time	  courses	  of	  CDC15-­‐IAA17	  fusion	  cells	  with	  ADH1-­‐OsTIR1	  (CCG8988)	  and	  
ADH1-­‐AtTIR1	  (CCG8987)	  were	  undertaken	  to	  determine	  the	  conditional	  accumulation	  of	  bilobed	  mitotic	  cells	  in	  the	  presence	  of	  IAA.	  Fresh	  cells	  were	  inoculated	  in	  to	  YEPD	  media	  and	  grown	  exponentially	  at	  30°C	  after	  which	  the	  culture	  was	  split	  and	  two	  treatments	  each	  of	  0.5	  mM	  IAA	  were	  administered,	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separated	  by	  120	  minutes,	  as	  perhaps	  doubling	  the	  dose	  might	  improve	  accumulation	  of	  bilobed	  mitotic	  cells.	  With	  bright	  field	  microscopy,	  mean	  accumulation	  of	  bilobed	  cells,	  indicative	  of	  the	  desired	  mitotic	  arrest	  phenotype,	  was	  60.1%	  (SD	  4.1)	  and	  62.3%	  (SD	  5.4)	  was	  observed	  in	  OsTIR1	  and	  AtTIR1	  strains	  respectively	  (Figure	  8).	  This	  indicates	  a	  partial	  phenotype.	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Figure	  7.	  Partial	  auxin-­‐induced	  growth	  inhibition	  phenotype	  of	  mitotic	  protein-­‐
IAA17	  fusion	  constructs.	  	  To	  determine	  whether	  the	  phenotype	  of	  conditional	  auxin-­‐dependent	  growth	  inhibition	  was	  present	  in	  C-­‐terminal	  IAA17-­‐protein	  fusion	  constructs	  but	  not	  in	  wild-­‐type	  cells	  with	  TIR1,	  drops	  were	  performed	  for	  semi-­‐quantitate	  assessment.	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Figure	  8.	  Partial	  auxin-­‐induced	  mitotic	  arrest	  phenotype	  of	  Cdc15-­‐IAA17	  fusion	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2.3.2 Auxin-­‐induced	  OsTIR1	  depletion	  occurs	  in	  strains	  with	  Cdc14,	  Cdc15,	  
and	  Cdc20	  IAA17	  fusion	  proteins	  
	  Partial	  phenotype	  in	  mitotic	  cell	  division	  cycle	  IAA17	  fusion	  proteins	  (Figure	  7;	  Figure	  8)	  might	  be	  occurring	  because	  TIR1	  is	  being	  depleted	  and	  is	  therefore	  limiting	  protein	  degradation.	  To	  determine	  whether	  TIR1	  is	  being	  expressed,	  and	  that	  it	  continues	  being	  expressed	  to	  the	  same	  extent	  in	  the	  presence	  of	  IAA	  and	  an	  IAA17-­‐protein	  fusion,	  a	  time	  course	  was	  undertaken	  with	  ADH1-­‐OsTIR1-­‐9MYC	  cells	  (CCG8791)	  and	  Cdc14,	  Cdc15,	  or	  Cdc20	  fusion	  proteins.	  An	  ADH1	  expressed	  TIR1	  was	  chosen	  because	  it	  constitutively	  induces	  high	  levels	  of	  expression,	  and	  the	  GAL	  promoter	  will	  be	  required	  to	  induce	  conditional	  expression	  of	  either	  HO	  or	  I-­‐SceI	  endonuclease	  when	  DSB	  induction	  is	  needed	  in	  future	  experiments,	  after	  cell	  division	  cycle	  arrest	  has	  already	  occurred.	  The	  TIR1	  also	  has	  a	  C-­‐terminal	  9Myc	  fusion	  tag.	  	  	  Time	  courses	  with	  CDC14	  (CCG8921),	  CDC15	  (CCG8988),	  or	  CDC20	  (CCG8986)	  cells	  were	  performed	  in	  YEPD	  liquid	  media	  incubated	  at	  30°C	  till	  exponential	  growth	  before	  administration	  of	  two	  treatments	  with	  IAA	  0.5	  mM	  separated	  by	  120	  minutes,	  in	  line	  with	  a	  previous	  experiment	  (Figure	  8).	  Protein	  extraction	  and	  normalisation	  of	  the	  160-­‐minute	  samples	  was	  followed	  by	  SDS-­‐polyacrylamide	  gel	  electrophoresis	  and	  immunoblotting	  with	  mouse	  anti-­‐c-­‐myc	  antibody	  (Figure	  9).	  OsTIR1	  expression	  is	  present	  before	  the	  addition	  of	  auxin	  with	  an	  expected	  pattern	  suggestive	  of	  degradation.	  The	  baseline	  expression	  of	  OsTIR1	  would	  be	  expected	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to	  be	  the	  same	  given	  that	  all	  the	  strains	  were	  derived	  from	  a	  single	  strain	  with	  OsTIR1	  and	  whole	  proteins	  levels	  were	  normalised.	  However,	  the	  baseline	  Cdc14-­‐1AA17	  strain	  band	  was	  particularly	  reduced	  compared	  to	  the	  others.	  This	  might	  indicate	  that	  either	  expression	  is	  reduced,	  or	  perhaps	  that	  there	  is	  increased	  clearance	  of	  TIR1,	  or	  perhaps	  possible	  differences	  in	  gel	  loading.	  With	  auxin	  treatment,	  all	  three	  strains	  showed	  a	  reduction	  in	  TIR1,	  indicating	  that	  increased	  clearance	  is	  occurring.	  This	  can	  be	  explained	  by	  increased	  OsTIR1	  binding	  and	  degradation	  with	  the	  IAA17-­‐protein	  fusion	  (Figure	  6).	  To	  confirm	  that	  the	  IAA17	  protein	  fusion	  is	  being	  depleted	  with	  OsTIR1,	  immunoblotting	  with	  an	  antibody	  directed	  to	  the	  IAA17-­‐protein	  fusion	  would	  be	  expected	  to	  show	  a	  reduction	  mirroring	  OsTIR1.	  However,	  this	  was	  not	  possible	  as	  IAA17	  was	  not	  tagged,	  and	  an	  anti-­‐IAA17	  antibody	  was	  not	  available.	  As	  OsTIR1	  is	  limiting,	  transformation	  of	  another	  copy	  or	  version	  of	  TIR1	  at	  another	  locus	  is	  one	  potential	  strategy.	  However,	  ADH1	  constitutive	  expression	  is	  relatively	  low	  compared	  to	  other	  constitutive	  promoters	  (Partow	  et	  al.,	  2010).	  Furthermore,	  liberation	  of	  the	  
HPHMX4-­‐ADH1-­‐OsTIR1	  insert	  from	  pRS413	  (Table	  3)	  with	  SnaBI	  digestion	  was	  contemplated	  but	  as	  these	  cells	  are	  unable	  to	  undergo	  a	  conditionally	  generated	  DSB,	  a	  well-­‐characterised	  strain	  (CCG1843)	  with	  GAL10-­‐HO	  (Sandell	  and	  Zakian,	  1993)	  able	  to	  induce	  a	  single	  DSB	  at	  MAT	  (Ira	  et	  al.,	  2004;	  Sugawara	  et	  al.,	  2003)	  was	  tested	  with	  the	  auxin	  system,	  as	  this	  strain	  was	  planned	  for	  use	  in	  subsequent	  experiments.	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Figure	  9.	  OsTIR1	  levels	  fall	  in	  in	  the	  presence	  of	  auxin	  in	  Cdc14-­‐,	  Cdc15-­‐,	  and	  
Cdc20-­‐IAA17	  fusion	  protein	  constructs.	  	  A	  time	  course	  of	  CCG8791	  cells	  with	  ADH1-­‐OsTIR1-­‐9MYC	  at	  URA3	  and	  C-­‐terminal	  IAA17-­‐protein	  fusion	  with	  either	  CDC14	  (CCG8921),	  CDC15	  (CCG8988),	  or	  CDC20	  (CCG8986),	  was	  performed	  to	  determine	  whether	  the	  observed	  auxin-­‐dependent	  partial	  growth	  arrest	  phenotype	  (Figure	  7;	  Figure	  8)	  was	  associated	  with	  depletion	  of	  TIR1.	  Cells	  were	  inoculated	  separately	  in	  to	  YEPD	  liquid	  media	  and	  incubated	  at	  30°C	  until	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.5.	  Two	  treatments	  of	  0.5	  mM	  IAA	  were	  administered	  to	  each	  construct	  culture	  separated	  by	  120	  minutes.	  Samples	  were	  harvested	  before	  and	  after	  treatment	  separated	  by	  160	  minutes	  for	  protein	  extraction,	  SDS-­‐PAGE,	  Western	  blotting,	  and	  immunological	  detection	  with	  mouse	  anti-­‐c-­‐myc	  IgGκ	  antibody;	  predicted	  molecular	  weight	  is	  75kDa.	  Protein	  concentration	  was	  normalised	  with	  the	  Pierce	  BCA	  (bicinchoninic	  acid)	  protein	  assay.	  Two	  replicates	  were	  performed.	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2.3.3 Partial	  phenotype	  of	  auxin-­‐inducible	  N-­‐	  and	  C-­‐terminal	  Cdc15-­‐IAA17	  in	  
a	  GAL10-­‐HO	  strain	  capable	  of	  DSB	  induction	  	  Investigating	  DSB	  repair	  in	  telophase	  in	  a	  strain	  with	  GAL10-­‐HO	  (CCG1843)	  able	  to	  induce	  a	  single	  conditional	  DSB	  at	  MAT	  in	  the	  presence	  of	  galactose	  is	  preferable,	  given	  this	  system	  has	  been	  extensively	  characterised	  and	  used	  to	  investigate	  DSB	  repair	  (Hicks	  et	  al.,	  2011;	  Ira	  et	  al.,	  2004;	  Sugawara	  et	  al.,	  2003).	  The	  auxin-­‐inducible	  system	  has	  a	  partial	  mitotic	  arrest	  phenotype	  for	  C	  terminal	  fusion	  of	  Cdc15	  with	  IAA17	  in	  the	  presence	  of	  0.5	  to	  1.0	  mM	  (Figure	  8).	  It	  is	  unknown	  if	  N-­‐terminal	  fusion	  to	  Cdc15	  might	  produce	  a	  stronger	  terminal	  growth	  inhibition	  and	  mitotic	  arrest	  phenotype.	  To	  test	  this	  the	  TIR1	  degradation	  machinery	  was	  first	  transformed	  and	  integrated	  in	  to	  the	  genome	  by	  homologous	  recombination	  (Figure	  6).	  This	  was	  achieved	  by	  digesting	  CCG	  plasmid	  61	  with	  SnaBI,	  which	  is	  pRS413	  with	  an	  HPHMX4-­‐ADH1-­‐OsTIR1	  insert	  that	  has	  flanking	  homology	  for	  genomic	  integration	  in	  to	  a	  non-­‐coding	  region	  of	  chromosome	  II,	  from	  position	  341421	  (Table	  3).	  The	  DNA	  fragment	  was	  separated	  in	  agarose	  by	  electrophoresis,	  cut	  out,	  and	  purified	  prior	  to	  transformation	  in	  to	  freshly	  prepared	  competent	  cells	  (CCG1843).	  Transformed	  cells	  were	  spread	  on	  to	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  in	  the	  presence	  of	  hygromycin	  B	  for	  selection	  and	  incubated	  for	  three	  to	  five	  days	  at	  25°C.	  Transformed	  colonies	  were	  then	  screened	  for	  correct	  site-­‐specific	  integration	  by	  colony	  PCR	  with	  a	  primer	  pair	  annealing	  across	  the	  5’	  and	  3’	  integration	  sites.	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To	  fuse	  IAA17	  to	  CDC15,	  a	  pair	  of	  primers	  was	  designed	  to	  amplify	  a	  DNA	  cassette	  with	  PCR	  of	  IAA17	  fused	  to	  KANMX4	  for	  G418	  antibiotic	  selection	  from	  both	  pMK38	  and	  pMK43	  (Table	  3).	  The	  primers	  have	  tails	  of	  sequence	  homology	  to	  the	  N-­‐	  and	  C-­‐termini	  of	  CDC15,	  permitting	  targeted	  transformation	  with	  the	  high-­‐fidelity	  polymerase	  amplified	  IAA17-­‐CDC15	  or	  CDC15-­‐IAA17	  DNA	  cassettes.	  DNA	  was	  purified	  after	  cutting	  a	  band	  out	  of	  an	  agarose	  gel	  after	  electrophoresis,	  before	  transformation	  into	  freshly	  prepared	  CCG9284	  competent	  cells,	  and	  spread	  onto	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  in	  the	  presence	  of	  G418	  for	  selection	  and	  incubated	  at	  25	  °C	  for	  three	  to	  five	  days.	  Surviving	  colonies	  were	  harvested	  and	  screened	  for	  correct	  
CDC15	  site-­‐specific	  integration	  by	  colony	  PCR	  with	  primer	  pairs	  across	  the	  5’	  and	  3’	  integration	  sites.	  The	  phenotype	  of	  these	  colonies	  was	  assessed	  in	  semi-­‐quantitatively	  using	  drops,	  in	  the	  presence	  of	  increasing	  escalating	  IAA	  concentrations	  to	  10	  mM,	  compared	  to	  wild-­‐type	  cells	  with	  ADH1-­‐OsTIR1	  (Figure	  10).	  The	  wild-­‐type	  cells	  grow	  well	  in	  the	  presence	  of	  IAA,	  but	  growth	  was	  reduced	  with	  10	  mM	  IAA,	  which	  is	  20-­‐fold	  greater	  than	  the	  maximum	  described	  previously	  (Nishimura	  et	  al.,	  2009).	  The	  N-­‐	  and	  C-­‐terminal	  fusions	  have	  very	  limited	  growth	  sensitivity	  to	  auxin,	  only	  being	  affected	  by	  the	  IAA	  10	  mM	  concentration.	  This	  can	  be	  explained	  by	  limiting	  TIR1	  (Figure	  9)	  but	  protein	  level	  could	  not	  be	  assessed	  because	  it	  was	  not	  tagged.	  Similarly,	  Cdc15	  depletion	  could	  not	  be	  assessed.	  Introduction	  of	  another	  copy	  of	  TIR1	  was	  not	  perused	  in	  this	  strain	  given	  the	  very	  limited	  initial	  growth	  auxin	  sensitivity.	  Nevertheless,	  given	  the	  partial	  growth	  phenotype	  of	  Cdc15	  in	  the	  five	  strains	  tested	  (Figure	  7;	  Figure	  8;	  Figure	  10),	  which	  was	  inferior	  in	  the	  GAL10-­‐HO	  strain	  (CCG1843)	  strain,	  another	  strategy	  was	  required	  to	  achieve	  robust	  terminal	  growth	  inhibition	  and	  mitotic	  cell	  cycle	  arrest.	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Figure	  10.	  Partial	  phenotype	  of	  N-­‐	  and	  C-­‐terminal	  Cdc15	  fusions	  with	  IAA17	  in	  
cells	  capable	  of	  conditional	  DSB	  induction.	  	  To	  determine	  whether	  the	  phenotype	  of	  conditional	  auxin-­‐dependent	  growth	  inhibition	  was	  present	  in	  C-­‐	  (CCG9429)	  and	  N-­‐terminal	  (CCG9427)	  IAA17-­‐protein	  fusion	  constructs	  but	  not	  in	  isogenic	  wild-­‐type	  ADH1-­‐OsTIR1	  (CCG9284)	  cells	  capable	  of	  conditional	  DSB	  induction,	  drops	  were	  performed	  for	  semi-­‐quantitate	  assessment.	  10-­‐fold	  dilutions	  of	  isogenic	  cells	  were	  spotted	  on	  to	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  with	  an	  escalating	  concentration	  from	  0	  to	  10	  mM	  of	  IAA,	  and	  incubated	  for	  three	  days	  at	  30°C	  prior	  to	  photography.	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2.4 Telophase	  arrest	  phenotype	  with	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  alleles	  in	  
GAL10-­‐HO	  strains	  	  
2.4.1 Partial	  mitotic	  arrest	  phenotype	  of	  CDC15-­‐2-­‐3HA	  GAL10-­‐HO	  constructs	  
derived	  from	  pDM0052	  	  
	  	  The	  role	  of	  essential	  cell	  cycle	  proteins	  has	  classically	  been	  studied	  with	  temperature-­‐sensitive	  alleles.	  Temperature-­‐sensitive	  alleles	  using	  N-­‐end	  rule	  degrons	  is	  another	  potential	  approach,	  particularly	  for	  proteins	  where	  a	  temperature-­‐sensitive	  allele	  has	  not	  been	  identified	  (Dohmen	  et	  al.,	  1994;	  Sanchez-­‐Diaz	  et	  al.,	  2004).	  However,	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  are	  well	  characterised	  alleles	  known	  to	  arrest	  at	  telophase	  with	  separate	  mother-­‐daughter	  cell	  nuclei,	  with	  segregated	  sister	  chromatids	  (Culotti	  and	  Hartwell,	  1971)	  in	  the	  presence	  of	  mitotic	  Cdk1	  activity	  (Cdk1-­‐Clb2)	  (Jaspersen	  et	  al.,	  1998;	  Jaspersen	  and	  Morgan,	  2000).	  	  	  CCG1840	  (Lee	  et	  al.,	  1998)	  is	  isogenic	  to	  CCG1843	  (Sugawara	  et	  al.,	  2003)	  but	  is	  
MATα	  instead	  of	  MATa.	  Some	  CDC15-­‐2	  MATα	  constructs	  were	  available	  to	  use	  in	  the	  CCG	  database,	  stored	  at	  -­‐80	  °C	  in	  16%	  glycerol.	  They	  were	  constructed	  by	  replacing	  ura3-­‐52	  with	  URA3	  and	  CDC15-­‐2-­‐3HA,	  derived	  from	  pDM0052	  digestion	  within	  URA3	  (Table	  3),	  followed	  by	  deletion	  of	  endogenous	  CDC15	  with	  KANMX4.	  Subsequent	  C-­‐terminal	  GFP	  fusion	  with	  DDC2,	  KU70,	  and	  RAD52	  had	  also	  been	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undertaken,	  by	  DNA	  cassette	  transformation	  in	  to	  competent	  CCG5622	  cells	  after	  PCR	  amplification	  with	  gene-­‐targeted	  primer	  pairs	  from	  pYM25	  (Table	  3).	  These	  constructs	  were	  made	  by	  others.	  Thus,	  testing	  for	  auxotrophies	  was	  important	  to	  confirm	  these	  changes	  (Hampsey,	  1997),	  and	  was	  performed	  by	  drops	  to	  semi-­‐quantitatively	  assess	  the	  phenotype	  of	  cell	  growth	  when	  a	  selection	  marker	  was	  present	  (Figure	  11).	  	  	  The	  presence	  of	  URA3	  can	  detected	  by	  growth	  of	  constructs	  on	  SCD	  media	  lacking	  uracil	  incubated	  at	  the	  permissive	  temperature	  of	  25	  °C.	  As	  wild-­‐type	  CCG1840	  cells	  are	  unable	  to	  grow	  in	  contrast	  to	  all	  the	  constructs,	  this	  indicates	  the	  presence	  of	  ura3-­‐52	  instead	  of	  URA3.	  It	  however,	  does	  not	  indicate	  the	  CDC15-­‐2-­‐3HA	  is	  also	  present.	  This	  was	  tested	  by	  dropping	  cells	  on	  to	  YEPD	  Petri	  plates	  that	  were	  incubated	  at	  the	  semi-­‐permissive	  temperatures	  30°C	  and	  34°C,	  or	  the	  restrictive	  temperature	  of	  37°C.	  Wild-­‐type	  cells	  are	  able	  to	  grow	  as	  expected,	  with	  slight	  reduction	  in	  growth	  at	  37°C.	  However,	  no	  growth	  was	  observed	  in	  constructs	  with	  
CDC15-­‐2-­‐3HA	  at	  37°C,	  with	  a	  gradual	  increase	  in	  growth	  at	  34°C	  and	  30°C.	  If	  terminal	  growth	  inhibition	  at	  37°C	  was	  because	  of	  telophase	  arrest,	  it	  implies	  that	  endogenous	  CDC15	  had	  been	  deleted,	  although	  mitotic	  telophase	  arrest	  would	  need	  to	  be	  tested	  in	  liquid	  cultures.	  However,	  CDC15	  deletion	  is	  further	  supported	  by	  the	  fact	  that	  constructs,	  but	  not	  wild-­‐type	  cells,	  are	  able	  to	  grow	  in	  the	  presence	  of	  G418	  at	  the	  permissive	  temperature	  of	  25°C.	  This	  implies	  replacement	  of	  CDC15	  with	  KANMX4.	  Furthermore,	  growth	  in	  the	  presence	  of	  hygromycin	  B	  indicates	  the	  presence	  of	  HPHNT1,	  which	  was	  fused	  to	  GFP	  for	  targeted	  integration	  at	  the	  C-­‐
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termini	  of	  DDC2,	  KU70,	  and	  RAD52.	  Their	  fluorescence	  phenotype	  must	  be	  tested	  with	  microscopy	  in	  the	  presence	  of	  DNA	  damage.	  	  	  To	  test	  the	  ability	  of	  constructs	  to	  undergo	  DSB	  formation	  at	  restrictive	  and	  semi-­‐permissive	  temperatures,	  cells	  were	  dropped	  on	  to	  YEPG	  agar	  to	  constitutively	  induce	  expression	  of	  GAL10-­‐HO,	  which	  induces	  a	  DSB	  at	  MATα	  that	  cannot	  be	  repaired	  because	  homologous	  sequences	  have	  been	  deleted	  and	  replaced	  with	  
ADE1.	  Growth	  would	  be	  reduced	  in	  the	  presence	  of	  this	  DSB	  that	  cannot	  be	  repaired	  by	  HR,	  only	  by	  NHEJ.	  Growth	  of	  wild-­‐type	  cells	  on	  YEPG	  is	  severely	  impaired	  compared	  to	  YEPD	  Petri	  plates	  at	  the	  same	  temperature.	  There	  is	  also	  loss	  of	  the	  growth	  observed	  at	  30°C	  and	  34°C	  in	  the	  CDC15-­‐2-­‐3HA	  constructs	  indicating	  that	  DSB	  induction	  has	  occurred	  on	  the	  YEPG	  Petri	  plates.	  	  To	  test	  whether	  the	  inability	  of	  Cdc15-­‐2-­‐3HA	  cells	  to	  grow	  at	  37°C	  was	  associated	  with	  mitotic	  arrest	  a	  time	  course	  was	  performed.	  Cells	  were	  shifted	  from	  permissive	  to	  restrictive	  temperature	  in	  liquid	  culture	  and	  observed	  by	  bright	  field	  microscopy	  for	  accumulation	  of	  bilobed	  cells.	  The	  means	  of	  bilobed	  cells	  observed	  for	  the	  constructs	  are:	  54.7%	  (SD	  2.9)	  for	  CCG5622,	  57.7%	  (SD	  5.6)	  for	  CCG5624,	  55.7%	  (SD	  4.9)	  for	  CCG5627,	  and	  58.0%	  (SD	  4.2)	  for	  CCG5629,	  indicating	  a	  partial	  mitotic	  arrest	  phenotype.	  Thus	  the	  terminal	  growth	  inhibition	  observed	  on	  agar	  was	  not	  entirely	  due	  to	  mitotic	  arrest.	  It	  is	  possible	  that	  other	  suppressor	  mutations	  may	  be	  present,	  thus	  mating	  with	  MATa	  CCG1843	  and	  dissection	  of	  tetrads	  was	  one	  option.	  However,	  the	  CDC15-­‐2	  allele	  itself	  had	  a	  partial	  phenotype,	  which	  would	  not	  have	  been	  improved	  unless	  a	  suppressor	  mutation	  was	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Figure	  11.	  Robust	  temperature-­‐sensitive	  growth	  inhibition	  phenotype	  of	  
Cdc15-­‐2	  constructs	  derived	  from	  pDM0052.	  To	  determine	  whether	  the	  phenotype	  of	  temperature-­‐conditional	  growth	  inhibition	  was	  present	  in	  the	  CDC15-­‐2-­‐3HA	  construct	  (CCG5622)	  and	  isogenic	  derivatives	  with	  pDM0052	  integration	  at	  URA3,	  relative	  to	  wild-­‐type	  (CCG1840),	  drops	  were	  performed	  for	  semi-­‐quantitate	  assessment.	  10-­‐fold	  dilutions	  of	  isogenic	  cells	  were	  spotted	  on	  to	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  and	  incubated	  for	  three	  days	  at	  either	  permissive	  (25°C),	  semi-­‐permissive	  (30°C	  and	  34°C),	  or	  restrictive	  (37°C)	  temperatures	  prior	  to	  photography.	  To	  confirm	  auxotrophies,	  cells	  were	  spotted	  on	  to	  SCD	  agar	  lacking	  uracil	  (URA3::CDC15-­‐2-­‐3HA),	  or	  YEPD	  supplemented	  with	  G418	  (cdc15::KANMX4)	  or	  hygromycin	  B	  	  (DDC-­‐	  or	  RAD52-­‐	  or	  KU70-­‐GFP-­‐HPHNT1),	  and	  incubated	  at	  25°C.	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Figure	  12.	  Partial	  phenotype	  of	  conditional	  mitotic	  arrest	  accumulation	  in	  
CDC15-­‐2	  constructs	  derived	  from	  pDM0052.	  	  Time	  courses	  of	  isogenic	  CDC15-­‐2-­‐3HA	  constructs	  derived	  from	  pDM0052	  were	  performed	  to	  determine	  whether	  the	  observed	  conditional	  growth	  inhibition	  phenotype	  (Figure	  11)	  was	  associated	  with	  the	  phenotype	  of	  conditional	  mitotic	  arrest	  accumulation.	  URA3::CDC15-­‐2-­‐3HA	  cells	  (CCG5622)	  and	  isogenic	  derivatives	  with	  C-­‐terminal	  GFP-­‐fused	  RAD52	  (CCG5624),	  DDC2	  (CCG5624),	  and	  KU70	  (CCG5624)	  were	  each	  separately	  inoculated	  in	  to	  YEPD	  liquid	  media	  and	  incubated	  at	  the	  permissive	  temperature	  of	  25°C	  until	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.4.	  Each	  culture	  was	  split	  in	  to	  two,	  and	  half	  were	  incubated	  at	  the	  restrictive	  temperature	  of	  37°C.	  Samples	  were	  harvested	  every	  60	  minutes	  and	  slides	  for	  bright	  field	  microscopic	  examination	  were	  prepared	  for	  immediate	  assessment.	  The	  proportion	  of	  bilobed	  cells	  was	  enumerated	  for	  each	  condition	  from	  at	  least	  three	  fields	  at	  x40	  optical	  magnification.	  Error	  bars	  indicate	  SEM	  from	  three	  independent	  experiments.	  
Results	  
	   86	  
2.4.2 Partial	  growth	  arrest	  phenotype	  of	  CDC15-­‐2	  GAL10-­‐HO	  constructs	  using	  
different	  allele	  sources	  	  A	  partial	  mitotic	  arrest	  phenotype	  was	  observed	  in	  MATα	  GAL10-­‐HO	  constructs	  derived	  from	  CCG1840	  with	  CDC15-­‐2	  derived	  from	  pDM0052	  (Figure	  12).	  As	  this	  phenotype	  might	  be	  due	  to	  the	  allele	  or	  the	  strain,	  an	  isogenic	  MATa	  GAL10-­‐HO	  strain	  (CCG1843)	  was	  tested	  with	  different	  CDC15-­‐2	  alleles.	  	  	  pCC155,	  (Table	  3)	  has	  an	  insert	  of	  the	  N-­‐terminal	  fragment	  of	  CDC15-­‐2	  with	  TRP1	  for	  selection.	  This	  was	  linearized	  by	  digestion	  with	  NcoI	  at	  position	  1504	  within	  
CDC15-­‐2	  after	  the	  two	  base	  pair	  sequence	  difference	  from	  CDC15	  at	  positions	  C617A	  and	  C618A	  (A	  to	  E)	  (Luis	  Aragon,	  personal	  communication),	  separated	  in	  agar	  with	  electrophoresis,	  cut	  out	  and	  extracted	  before	  transformation	  in	  to	  freshly	  prepared	  CCG1843	  cells.	  Transformed	  cells	  were	  spread	  on	  to	  SCD	  agar	  Petri	  plates	  lacking	  tryptophan,	  and	  incubated	  for	  three	  to	  five	  days	  at	  25°C.	  Colonies	  were	  screened	  for	  the	  phenotype	  of	  temperature-­‐sensitive	  growth	  inhibition	  on	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  qualitatively	  by	  streaking	  and	  incubated	  at	  the	  permissive	  temperature	  of	  25°C	  or	  the	  restrictive	  of	  37°C	  (Figure	  13).	  Some	  reduction	  of	  growth	  is	  observed	  at	  the	  restrictive	  temperature	  for	  four	  colonies	  in	  which	  5’	  site-­‐specific	  integration	  was	  confirmed,	  indicating	  a	  partial	  growth	  arrest	  phenotype.	  A	  partial	  phenotype	  was	  also	  observed	  when	  a	  similar	  strategy	  was	  used	  for	  digesting	  pDM0052	  with	  SalI	  at	  position	  838	  within	  CDC15-­‐2	  and	  integrated	  at	  CDC15	  in	  CCG1843,	  selected	  with	  URA3	  (CCG9468;	  Table	  2;	  data	  not	  shown).	  Taken	  together,	  pCC155	  (Figure	  13)	  and	  pDM0052	  (Figure	  12)	  have	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CDC15-­‐2	  alleles	  with	  a	  partial	  phenotype	  in	  isogenic	  GAL10-­‐HO	  MATa	  and	  MATα	  strains	  targeted	  to	  CDC15	  or	  other	  sites,	  with	  deletion	  of	  endogenous	  CDC15.	  It	  is	  possible	  that	  these	  GAL10-­‐HO	  strains	  have	  a	  partial	  temperature–sensitive	  growth	  inhibition	  and	  mitotic	  phenotype	  with	  CDC15-­‐2.	  Nevertheless,	  this	  partial	  temperature-­‐sensitive	  growth	  arrest	  phenotype	  is	  unsuitable	  for	  telophase	  arrest	  experiments	  prior	  to	  DSB	  induction.	  	  	  










Figure	  13.	  Partial	  growth	  arrest	  phenotype	  of	  Cdc15-­‐2	  colonies	  derived	  from	  
pCC155.	  To	  determine	  whether	  the	  phenotype	  of	  temperature-­‐conditional	  growth	  inhibition	  was	  present	  in	  the	  TRP1-­‐CDC15-­‐2	  colonies	  (CCG9592)	  with	  pCC155	  integrated	  at	  CDC15,	  relative	  to	  wild-­‐type	  (CCG1843),	  cells	  were	  streaked	  for	  qualitative	  assessment.	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  were	  incubated	  for	  three	  days	  at	  either	  the	  permissive	  (25°C)	  or	  restrictive	  (37°C)	  temperature	  prior	  to	  photography.	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To	  determine	  if	  robust	  conditional	  CDC15-­‐2	  cell	  division	  cycle	  arrest	  was	  possible	  in	  a	  GAL10-­‐HO	  strain,	  the	  strategy	  of	  using	  a	  DNA	  cassette	  with	  flanking	  homology	  outside	  CDC15	  was	  adopted	  rather	  than	  digestion	  within	  the	  gene	  or	  ectopic	  integration.	  CCG	  plasmid	  62	  is	  pRS402	  with	  a	  synthesized	  (GeneCust)	  insert	  with	  a	  nourseothricin	  resistance	  cassette	  (NAT)	  fused	  to	  CDC15-­‐2	  (NAT-­‐CDC15-­‐2),	  which	  integrates	  across	  and	  replaces	  CDC15	  (Table	  3).	  This	  plasmid	  was	  digested	  with	  SnaBI	  to	  produce	  two	  fragments	  that	  were	  separated	  in	  agarose	  by	  electrophoresis.	  The	  DNA	  cassette	  was	  cut	  out	  and	  purified	  prior	  to	  transformation	  in	  to	  freshly	  prepared	  CCG1843	  cells,	  spread	  on	  to	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  in	  the	  presence	  of	  nourseothricin	  for	  selection,	  and	  incubated	  at	  25	  °C	  for	  three	  to	  five	  days.	  No	  transformants	  were	  produced,	  even	  after	  extended	  incubation	  of	  14	  days.	  This	  procedure	  was	  repeated	  with	  incrementally	  more	  DNA	  and	  cells,	  then	  a	  high	  efficiency	  modified	  protocol	  was	  adopted	  (Gietz	  and	  Schiestl,	  2007a,	  b).	  However,	  no	  colonies	  were	  observed.	  CCG	  plasmid	  63	  is	  isogenic	  to	  plasmid	  62	  except	  it	  has	  a	  NAT-­‐CDC15	  insert	  instead	  of	  NAT-­‐CDC15-­‐2.	  To	  investigate	  the	  possibility	  that	  nourseothricin	  selection	  was	  the	  reason	  colonies	  were	  not	  surviving,	  the	  NAT-­‐
CDC15	  insert	  was	  transformed	  in	  to	  the	  CCG1843	  competent	  cells	  used	  for	  the	  previous	  transformations	  with	  NAT-­‐CDC15-­‐2.	  As	  transformants	  were	  produced	  it	  was	  unlikely	  that	  NAT	  was	  the	  problem.	  The	  sequence	  for	  CDC15-­‐2	  in	  plasmid	  62	  was	  obtained	  and	  it	  revealed	  additional	  mutations:	  C531G,	  G961C,	  A1591T,	  C	  insertion	  at	  2700,	  and	  C	  deletion	  at	  2706.	  These	  mutations	  may	  have	  affected	  the	  viability	  of	  transformed	  cells	  given	  that	  CDC15	  is	  an	  essential	  protein.	  For	  example,	  loss	  (C531G)	  or	  gain	  (G961C)	  of	  a	  -­‐SH	  group	  might	  affect	  protein	  folding	  and	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stability,	  as	  might	  replacement	  of	  a	  hydrophobic	  side	  chain	  with	  a	  polar	  uncharged	  side	  chain	  (A1591T).	  	  	  CCG	  plasmid	  133	  has	  a	  TRP1-­‐CDC15-­‐2	  insertion	  in	  pUC57	  (Table	  3).	  This	  was	  digested	  with	  SnaBI	  and	  the	  two	  fragments	  were	  separated	  in	  agar	  with	  electrophoresis.	  The	  DNA	  cassette	  was	  cut	  out	  of	  the	  gel	  and	  purified	  before	  transformation	  in	  to	  freshly	  made	  competent	  CCG1843	  cells,	  then	  were	  spread	  on	  to	  SCD	  agar	  Petri	  plates	  lacking	  tryptophan,	  and	  incubated	  at	  25	  °C	  for	  three	  to	  five	  days.	  A	  large	  number	  of	  transformants	  were	  produced	  as	  expected,	  given	  that	  integration	  at	  TRP1	  may	  also	  occur.	  These	  were	  harvested	  on	  to	  YEPD	  and	  screened	  for	  the	  phenotype	  of	  temperature-­‐sensitive	  growth	  inhibition	  by	  incubation	  at	  either	  25°C	  or	  37°C.	  However,	  no	  colonies	  were	  temperature-­‐sensitive.	  The	  transformation	  was	  repeated,	  including	  incubation	  of	  transformed	  cells	  at	  23°C	  and	  21°C	  in	  case	  colonies	  that	  were	  very	  temperature-­‐sensitive	  were	  being	  lost	  (Day	  et	  al.,	  2004;	  Futcher,	  1999).	  However,	  no	  temperature-­‐sensitive	  growth	  inhibition	  was	  detected	  after	  further	  screening.	  To	  confirm	  that	  the	  allele	  was	  not	  temperature-­‐sensitive,	  it	  was	  transformed	  in	  another	  GAL10-­‐HO	  strain	  (CCG1842).	  As	  no	  temperature-­‐sensitive	  colonies	  were	  produced,	  this	  indicates	  that	  the	  CDC15-­‐2	  allele	  in	  CCG	  plasmid	  133	  does	  not	  have	  a	  temperature-­‐sensitive	  phenotype.	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2.4.3 Mitotic	  telophase	  arrest	  with	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  in	  GAL10-­‐HO	  
isogenic	  strains	  with	  and	  without	  homologous	  donor	  sequences	  to	  MAT	  	  As	  the	  CDC15-­‐2	  alleles	  from	  pDM0052	  and	  pCC155,	  and	  the	  DNA	  cassettes	  NAT-­‐
CDC15-­‐2	  and	  TRP1-­‐CDC15-­‐2	  from	  CCG	  plasmids	  have	  at	  worse,	  no	  detectable	  temperature-­‐sensitivity,	  and	  at	  best	  a	  partial	  mitotic	  arrest	  phenotype,	  the	  strategy	  of	  using	  a	  known	  functional	  genomic	  CDC15-­‐2	  allele	  was	  adopted.	  Crossing	  MATa	  and	  MATα	  strains,	  one	  with	  CDC15-­‐2,	  with	  tetrad	  dissection	  was	  one	  potential	  approach.	  However,	  this	  was	  sub-­‐optimal	  because	  the	  CCG1843	  and	  CCG1840	  strains	  lack	  homologous	  donor	  sequences	  to	  MAT;	  both	  hmlα	  and	  hmra	  were	  deleted	  and	  replaced	  with	  ADE1.	  Thus,	  crossing	  has	  the	  risk	  of	  re-­‐introducing	  some	  unwanted	  hmlα	  and	  hmra	  sequences,	  or	  flanking	  regulatory	  sequences,	  back	  in	  to	  CCG1843	  or	  CCG1840	  (Lee	  et	  al.,	  1998;	  Moore	  and	  Haber,	  1996;	  Sugawara	  et	  al.,	  2003).	  Amplification	  of	  genomic	  CDC15-­‐2	  from	  a	  strain	  that	  is	  known	  to	  arrest	  correctly	  at	  telophase	  is	  a	  preferable	  option.	  A	  strain	  from	  the	  Felix	  Machin	  Laboratory	  (Santa	  Cruz	  de	  Tenerife,	  Spain)	  was	  C-­‐terminal	  fused	  with	  9MYC,	  and	  
HPHNT1	  for	  selection,	  using	  a	  DNA	  transformation	  cassette	  amplified	  from	  pYM20:	  after	  confirming	  transformation	  a	  primer	  pair	  flanking	  CDC15-­‐2-­‐9MYC-­‐HPHNT1	  was	  used	  to	  amplify	  a	  DNA	  cassette	  by	  PCR	  with	  high	  fidelity	  proof-­‐reading	  polymerase,	  which	  was	  cut	  out	  of	  an	  agarose	  gel	  after	  electrophoresis	  and	  purified	  (Jonay	  Garcia-­‐Luis,	  personal	  communication).	  In	  this	  study,	  the	  CDC15-­‐2-­‐9MYC-­‐
HPHNT1	  cassette	  was	  used	  for	  transformation	  in	  to	  freshly	  prepared	  competent	  CCG1842	  (HMLα	  HMRa)	  and	  CCG3090	  (hmlα::ADE1	  hmra::ADE1)	  cells,	  and	  spread	  on	  to	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  and	  incubated	  at	  25	  °C	  for	  three	  to	  five	  days.	  Any	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differences	  in	  phenotype	  might	  thus	  be	  due	  to	  strain	  given	  the	  same	  cassette	  was	  transformed	  in	  to	  both.	  Transformants	  were	  harvested	  and	  screened	  semi-­‐quantitatively	  with	  drops	  on	  YEPD	  Petri	  plates	  incubated	  at	  25°C	  and	  37°C	  to	  assess	  for	  the	  phenotype	  of	  temperature-­‐sensitive	  growth	  inhibition	  (Figure	  14).	  No	  growth	  is	  observed	  at	  the	  restrictive	  temperature	  of	  37°C,	  with	  preserved	  growth	  similar	  to	  wild-­‐type	  cells	  at	  the	  permissive	  temperature	  of	  25°C.	  This	  indicates	  that	  the	  CDC15-­‐2	  allele	  exhibits	  robust	  terminal	  growth	  inhibition	  but	  to	  test	  whether	  it	  accumulates	  cells	  at	  telophase	  a	  time	  course	  must	  be	  performed	  in	  liquid	  media.	  	  To	  test	  the	  telophase	  arresting	  phenotype	  of	  CDC15-­‐2	  cells	  were	  inoculated	  in	  to	  YEPD	  culture	  and	  grown	  exponentially	  at	  25°C	  until	  OD595	  0.4,	  when	  the	  cultures	  were	  split,	  and	  half	  were	  incubated	  at	  37°C	  during	  the	  time	  course.	  The	  proportion	  of	  bilobed	  cells	  was	  enumerated	  by	  microscopy	  (Figure	  15).	  Accumulating	  mitotic	  arrest	  is	  observed	  at	  the	  restrictive	  temperature	  for	  both	  strains.	  The	  mean	  peak	  bilobed	  cell	  proportion	  is	  70.3%	  (SD	  3.6)	  in	  CCG10234	  cells	  (Figure	  15:	  top	  panel)	  and	  93.7%	  (SD	  2.9)	  in	  CCG10287	  cells	  (Figure	  16:	  top	  panel).	  Mean	  separated	  DAPI	  bodies	  in	  87.7%	  (SD	  3.9)	  and	  92.5%	  (SD	  4.1),	  respectively,	  confirm	  robust	  telophase	  arrest	  with	  segregated	  nuclear	  material,	  consistent	  with	  separated	  sister	  chromatids.	  	  The	  strategy	  of	  amplifying	  a	  DNA	  cassette	  from	  the	  genome	  of	  strain	  with	  the	  robust	  phenotype	  of	  interest,	  the	  same	  approach	  was	  also	  used	  to	  obtain	  a	  CDC14-­‐
1	  allele	  for	  transformation	  in	  to	  GAL10-­‐HO	  strains.	  MGY146a	  has	  a	  CDC14-­‐1	  allele	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that	  arrests	  at	  telophase	  (Torres-­‐Rosell	  et	  al.,	  2004).	  C-­‐terminal	  GFP-­‐KANMX4	  integration	  was	  achieved	  after	  transformation	  with	  a	  DNA	  cassette	  amplified	  from	  pYM12	  using	  a	  primer	  pair	  with	  homologous	  sequences	  to	  CDC14	  (CCG1249),	  and	  a	  DNA	  cassette	  of	  CDC14-­‐1-­‐GFP-­‐KANMX4	  was	  PCR	  amplified	  and	  cloned	  in	  to	  pCR4-­‐TOPO	  (Andrés	  Clemente-­‐Blanco,	  personal	  communication).	  In	  this	  study,	  the	  cassette	  was	  amplified	  with	  a	  MiniPrep	  protocol	  in	  DH5α	  E.	  coli,	  and	  digested	  with	  KpnI	  to	  release	  the	  CDC14-­‐1-­‐GFP-­‐KANMX4	  DNA	  insert,	  which	  was	  cut	  out	  of	  an	  agarose	  gel	  after	  electrophoresis	  and	  purified	  prior	  to	  transformation	  in	  to	  freshly	  prepared	  competent	  CCG3090	  cells.	  The	  cells	  were	  spread	  on	  to	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  in	  the	  presence	  of	  G418	  for	  selection	  and	  incubated	  for	  three	  to	  five	  days	  at	  25	  °C.	  Transformants	  were	  screened	  for	  site-­‐specific	  integration	  at	  CDC14	  with	  primer	  pairs	  and	  colony	  PCR.	  The	  temperature-­‐sensitive	  growth	  inhibition	  phenotype	  of	  these	  colonies	  was	  assessed	  semi-­‐quantitatively	  by	  drops	  on	  to	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  incubated	  at	  the	  permissive	  temperature	  of	  25°C	  or	  the	  restrictive	  temperature	  of	  37°C	  (Figure	  14).	  CDC14-­‐1	  cells	  are	  unable	  to	  grow	  at	  37°C	  despite	  good	  wild-­‐type	  growth	  at	  this	  temperature,	  indicating	  that	  robust	  temperature-­‐sensitive	  growth	  inhibition	  is	  present.	  	  	  Around	  the	  same	  time	  as	  the	  construction	  of	  CDC14-­‐1-­‐GFP-­‐KANMX4	  strains,	  TRP1-­‐
CDC14-­‐1	  cells	  were	  also	  constructed.	  CCG	  plasmid	  149	  was	  digested	  with	  SnaBI,	  the	  two	  fragments	  were	  separated	  with	  agarose	  gel	  electrophoresis,	  the	  DNA	  cassette	  was	  cut	  out,	  and	  purified	  prior	  to	  transformation	  in	  to	  freshly	  prepared	  competent	  CCG1843	  and	  CCG3090	  cells,	  to	  generate	  CCG9989	  and	  CCG10106,	  respectively.	  The	  transformed	  cells	  were	  spread	  on	  to	  SCD	  agar	  Petri	  plates	  with	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tryptophan	  and	  incubated	  for	  three	  to	  five	  days.	  Transformants	  were	  screened	  by	  colony	  PCR	  for	  site-­‐specific	  integration	  at	  CDC14	  with	  5’	  and	  3’	  primer	  pairs.	  Positive	  colonies	  were	  tested	  for	  the	  phenotype	  for	  temperature-­‐sensitive	  growth	  inhibition	  by	  spotting	  cells	  on	  to	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  incubated	  at	  25°C	  and	  37°C	  (Figure	  14).	  No	  growth	  is	  observed	  at	  the	  restrictive	  temperature	  in	  the	  presence	  of	  wild-­‐type	  strain	  growth,	  indicating	  a	  robust	  terminal	  temperature-­‐sensitive	  growth	  inhibition	  phenotype	  is	  present	  with	  both	  CDC14-­‐1	  alleles.	  To	  determine	  if	  this	  is	  associated	  with	  accumulation	  of	  mitotic	  telophase	  arrested	  cells,	  a	  time	  course	  with	  bright	  field	  microscopy	  with	  DAPI	  body	  staining	  of	  hourly	  samples	  was	  undertaken,	  along	  with	  CDC15-­‐2-­‐9MYC	  constructs.	  Cells	  were	  inoculated	  in	  to	  YEPD	  media	  and	  grown	  at	  25°C	  until	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.4.	  Cultures	  were	  then	  split,	  with	  half	  incubated	  at	  37°C	  for	  the	  duration	  of	  the	  time	  course	  (Figure	  15;	  Figure	  16).	  For	  CDC15-­‐2	  constructs,	  the	  peak	  mean	  bilobed	  cell	  accumulation	  was	  70.3%	  (SD	  3.6)	  for	  CCG10234	  (Figure	  15:	  top	  panel),	  and	  93.7%	  (SD	  3.1)	  for	  10287	  (Figure	  16:	  top	  panel).	  For	  CDC14-­‐1	  constructs,	  these	  were	  90.0%	  (SD	  3.6)	  for	  CCG10106	  (Figure	  15:	  bottom	  panel),	  90.3%	  (SD	  3.1)	  for	  CCG9494	  (Figure	  15:	  middle	  panel),	  and	  92.0%	  (SD	  3.7)	  for	  CCG9989	  (Figure	  16:	  bottom	  panel).	  Taken	  together,	  the	  time	  courses	  indicate	  that	  a	  robust	  terminal	  mitotic	  arrest	  is	  associated	  with	  growth	  inhibition	  on	  agar	  at	  37°C.	  The	  lower	  mitotic	  accumulation	  with	  CDC15-­‐2	  in	  CCG10234	  was	  expected	  given	  the	  data	  from	  previous	  isogenic	  strains	  using	  a	  variety	  of	  different	  alleles	  and	  construction	  strategies	  (Figure	  10;	  Figure	  12;	  Figure	  13).	  However,	  these	  bilobed	  cells	  arrested	  at	  telophase	  with	  separated	  DAPI	  bodies	  in	  87.7%	  (SD	  3.9)	  for	  CCG10234,	  92.5%	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(SD	  4.0)	  for	  CCG10287,	  91.0%	  (SD	  5.9)	  for	  CCG9494,	  89.1%	  (SD	  5.4)	  for	  CCG10106,	  and	  89.7%	  (SD	  4.1)	  for	  CCG9989,	  indicating	  segregation	  of	  sister	  chromatids.	  	  	  This	  study	  has	  confirmed	  that	  the	  robust	  conditional	  terminal	  accumulation	  of	  telophase-­‐arrested	  cells	  occurs	  with	  CDC14-­‐1	  or	  CDC15-­‐2.	  An	  experimental	  system	  with	  segregated	  sister	  chromatids	  in	  GAL10-­‐HO	  cells	  lacking	  (CCG3090)	  or	  possessing	  (CCG1842)	  homologous	  HMLα	  and	  HMRa	  donor	  sequences	  to	  MATa	  has	  been	  created	  and	  tested.	  Thus	  an	  experimental	  system	  has	  been	  created	  to	  investigate	  whether	  in	  addition	  to	  Cdk1	  activity,	  the	  presence	  or	  absence	  of	  a	  sister	  chromatid	  is	  a	  requirement	  for	  DSB	  repair	  with	  the	  HR	  pathway.	  CCG10234	  cells	  with	  CDC15-­‐2	  do	  accumulate	  at	  telophase	  arrest	  to	  70.3%	  of	  cells,	  which	  is	  lower	  than	  CCG10287	  despite	  the	  same	  DNA	  cassette,	  indicting	  that	  the	  reason	  for	  the	  difference	  is	  probably	  related	  to	  the	  strain.	  Indeed,	  others	  have	  also	  observed	  difficulties	  with	  CDC15-­‐2	  in	  this	  strain	  (Kheng,	  2009).	  Although	  other	  studies	  have	  used	  a	  similar	  mitotic	  arrest	  (Quevedo	  et	  al.,	  2012),	  this	  construct	  will	  not	  be	  used	  for	  investigating	  the	  overall	  research	  question	  (Figure	  5)	  as	  the	  phenotype	  is	  not	  as	  robust	  as	  that	  of	  the	  other	  telophase	  constructs.	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Figure	  14.	  Robust	  phenotype	  of	  temperature-­‐sensitive	  terminal	  growth	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Figure	  15.	  Robust	  temperature-­‐conditional	  accumulation	  of	  telophase	  arrest	  
with	  CDC14-­‐1	  constructs	  lacking	  homologous	  MATa	  sequences.	  Time	  courses	  of	  isogenic	  CDC15-­‐2-­‐9MYC	  (CCG10234),	  CDC14-­‐1-­‐GFP-­‐KANMX4	  (CCG9494),	  and	  TRP1-­‐CDC14-­‐1	  (CCG10106)	  constructs	  were	  performed	  to	  determine	  whether	  the	  observed	  conditional	  growth	  inhibition	  phenotype	  (Figure	  14)	  was	  associated	  with	  the	  phenotype	  of	  conditional	  telophase	  arrest.	  Strains	  were	  each	  separately	  inoculated	  in	  to	  YEPD	  liquid	  media	  and	  incubated	  at	  the	  permissive	  temperature	  of	  25°C	  until	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.4.	  Each	  culture	  was	  split	  in	  to	  two,	  and	  half	  were	  incubated	  at	  the	  restrictive	  temperature	  of	  37°C.	  Samples	  were	  harvested	  every	  60	  minutes	  and	  slides	  for	  bright	  field	  microscopic	  examination	  were	  prepared	  for	  immediate	  assessment.	  At	  300	  minutes	  samples	  were	  prepared	  for	  phase	  and	  fluorescence	  microscopy.	  The	  proportion	  of	  bilobed	  cells	  was	  enumerated	  for	  each	  condition	  from	  at	  least	  three	  fields	  at	  optical	  magnification	  of	  x40	  for	  bright	  field	  and	  x63	  for	  phase;	  DAPI	  nuclear	  body	  staining	  was	  also	  at	  x63.	  Error	  bars	  indicate	  SEM	  from	  three	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Figure	  16.	  Robust	  temperature-­‐conditional	  accumulation	  of	  telophase	  arrest	  
with	  CDC15-­‐2	  and	  CDC14-­‐1	  constructs	  with	  homologous	  MATa	  sequences.	  Time	  courses	  of	  isogenic	  CDC15-­‐2-­‐9MYC	  (CCG10287)	  and	  TRP1-­‐CDC14-­‐1	  (CCG9989)	  constructs	  were	  performed	  to	  determine	  whether	  the	  observed	  conditional	  growth	  inhibition	  phenotype	  (Figure	  14)	  was	  associated	  with	  the	  phenotype	  of	  conditional	  telophase	  arrest.	  Strains	  were	  each	  separately	  inoculated	  in	  to	  YEPD	  liquid	  media	  and	  incubated	  at	  the	  permissive	  temperature	  of	  25°C	  until	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.4.	  Each	  culture	  was	  split	  in	  to	  two,	  and	  half	  were	  incubated	  at	  the	  restrictive	  temperature	  of	  37°C.	  Samples	  were	  harvested	  every	  60	  minutes	  and	  slides	  for	  bright	  field	  microscopic	  examination	  were	  prepared	  for	  immediate	  assessment.	  At	  300	  minutes	  samples	  were	  prepared	  for	  phase	  and	  fluorescence	  microscopy.	  The	  proportion	  of	  bilobed	  cells	  was	  enumerated	  for	  each	  condition	  from	  at	  least	  three	  fields	  at	  optical	  magnification	  of	  x40	  for	  bright	  field	  and	  x63	  for	  phase;	  DAPI	  nuclear	  body	  staining	  was	  also	  at	  x63.	  Error	  bars	  indicate	  SEM	  from	  three	  independent	  experiments.	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2.5 Metaphase	  arrest	  with	  PMETCDC20	  in	  GAL10-­‐HO	  strains	  A	  number	  of	  systems	  for	  conditionally	  controlling	  protein	  levels	  through	  transcription	  are	  available	  for	  use	  in	  S.	  cerevisiae.	  Native	  promoter	  substitution	  with	  one	  that	  is	  conditionally	  regulated	  by	  an	  analogue	  is	  one	  approach,	  with	  doxycycline-­‐sensitive	  TetO	  being	  an	  example.	  Limitations	  include	  the	  mandated	  use	  of	  a	  synthetic	  antibiotic,	  and	  the	  requirement	  of	  a	  large	  promoter	  substitution	  (Belli	  et	  al.,	  1998a;	  Belli	  et	  al.,	  1998b;	  Gari	  et	  al.,	  1997;	  Yen	  et	  al.,	  2003).	  Other	  modulating	  expression	  systems	  include	  the	  use	  of	  metals	  like	  copper,	  but	  this	  can	  affect	  cell	  division	  cycle	  progression	  (Jo	  et	  al.,	  2008).	  Methionine-­‐induced	  repression	  with	  either	  PMET3	  or	  PMET25	  (0.86	  kb)	  promoter	  substitution	  of	  the	  target	  gene	  is	  another	  example	  that	  results	  in	  rapid	  conditional	  transcriptional	  repression	  in	  the	  presence	  of	  methionine	  and	  has	  been	  extensively	  used	  and	  is	  well	  characterised	  (Mao	  et	  al.,	  2002;	  Mumberg	  et	  al.,	  1994).	  This	  efficient	  approach	  was	  chosen	  for	  depleting	  Cdc20,	  particularly	  given	  existing	  CCG	  laboratory	  experience	  with	  it.	  The	  temperature-­‐sensitive	  CDC20-­‐1	  allele	  (Goh	  and	  Surana,	  1999;	  Tavormina	  and	  Burke,	  1998)	  has	  been	  used	  but	  was	  not	  available	  in	  this	  laboratory.	  Furthermore,	  DSB	  induction	  and	  repair	  during	  PMETcdc20-­‐induced	  metaphase	  has	  not	  been	  previously	  investigated.	  	  	  A	  TRP1-­‐3HA-­‐PMETCDC20	  cloned	  in	  to	  pUC57	  (Table	  3)	  was	  excised	  by	  SnaBI	  digestion	  and	  separated	  with	  agarose	  gel	  electrophoresis.	  The	  DNA	  cassette	  was	  cut	  out	  of	  the	  gel	  and	  purified	  prior	  to	  transformation	  in	  to	  freshly	  prepared	  competent	  CCG1842	  and	  CCG1843	  cells	  by	  targeted	  homologous	  recombination	  at	  
CDC20.	  Transformed	  cells	  were	  spread	  on	  to	  SCD	  agar	  lacking	  methionine	  and	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incubated	  at	  30	  °C	  for	  three	  to	  seven	  days.	  Transformants	  were	  harvested	  and	  screened	  by	  colony	  PCR	  for	  correct	  integration	  upstream	  of	  CDC20.	  The	  methionine-­‐repressive	  growth	  inhibition	  phenotype	  (Hampsey,	  1997)	  of	  positively	  identified	  colonies	  was	  assessed	  semi-­‐quantitatively	  on	  SCD	  agar	  with	  drops,	  in	  the	  presence	  or	  absence	  of	  10	  mM	  methionine	  (Figure	  17).	  Growth	  of	  the	  constructs	  is	  not	  observed	  in	  the	  presence	  of	  methionine	  but	  wild-­‐type	  cells	  grow	  normally.	  This	  indicates	  that	  a	  terminal	  growth	  inhibition	  phenotype	  is	  present	  in	  PMETCDC20	  cells.	  	  	  A	  time	  course	  was	  performed	  in	  the	  presence	  and	  absence	  of	  methionine	  to	  determine	  if	  bilobed	  mitotic	  metaphase-­‐arrested	  cells	  with	  unsegregated	  nuclei	  accumulated.	  PMETCDC20	  cells	  were	  inoculated	  in	  to	  SCD	  without	  methionine	  and	  incubated	  at	  30	  °C	  till	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.4,	  when	  each	  culture	  was	  spilt.	  One	  half	  was	  treated	  once	  with	  methionine	  10	  mM	  and	  the	  other	  half	  with	  vehicle	  (Figure	  18;	  Figure	  19).	  The	  mean	  of	  bilobed	  cells	  that	  accumulated	  in	  both	  strains	  treated	  with	  methionine	  was	  92.3%	  (SD	  6.7)	  for	  CCG10095	  (Figure	  18)	  and	  95.3%	  (SD	  3.3)	  for	  CCG10002	  (Figure	  19).	  Bilobed	  cells	  did	  not	  accumulate	  in	  the	  untreated	  cultures.	  DAPI	  body	  staining	  revealed	  that	  90.6%	  (SD	  4.8)	  and	  93.9%	  (SD	  4.3)	  respectively	  of	  bilobed	  cells	  had	  one	  DAPI	  body	  indicated	  that	  sister	  chromatids	  had	  not	  been	  segregated	  and	  that	  cells	  were	  arrested	  at	  metaphase.	  	  Metaphase	  in	  studies	  investigating	  DSB	  repair	  is	  achieved	  with	  nocodazole	  treatment.	  To	  test	  the	  efficiency	  of	  nocodazole-­‐induced	  metaphase	  time	  courses	  were	  performed	  in	  wild-­‐type	  cells	  inoculated	  in	  to	  YEPD	  and	  incubated	  at	  30	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Figure	  17.	  Robust	  phenotype	  of	  growth	  
inhibition	  in	  methionine	  sensitive	  
TRP1-­‐3HA-­‐PMETCDC20	  strains.	  To	  determine	  whether	  the	  phenotype	  of	  conditional	  methionine-­‐dependent	  growth	  inhibition	  was	  present	  in	  TRP1-­‐
3HA-­‐PMETCDC20	  constructs	  relative	  to	  	  isogenic	  wild-­‐type	  cells	  with	  (CCG1842)	  or	  without	  (CCG1843)	  homologous	  donor	  sequences	  to	  MATa,	  drops	  were	  performed	  for	  semi-­‐quantitative	  assessment.	  10-­‐fold	  dilutions	  of	  cells	  were	  spotted	  on	  to	  SCD	  agar	  Petri	  plates	  supplemented	  either	  with	  0	  mM	  or	  10	  mM	  of	  methionine,	  and	  incubated	  for	  three	  days	  at	  30°C	  prior	  to	  photography.	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Figure	  18.	  Robust	  temperature-­‐conditional	  accumulation	  of	  metaphase	  arrest	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Figure	  19.	  Robust	  temperature-­‐conditional	  accumulation	  of	  metaphase	  arrest	  












































































































































2.6 Summary	  	  The	  aim	  of	  this	  study	  was	  to	  generate	  an	  experimental	  system	  in	  which	  the	  availability	  of	  the	  sister	  chromatid	  is	  uncoupled	  from	  mitotic	  Cdk1	  activity	  for	  repair	  of	  a	  DNA	  DSB.	  This	  study	  has	  determined	  that	  the	  recently	  described	  auxin-­‐inducible	  degron	  system	  can	  be	  reproduced	  in	  this	  laboratory.	  However,	  the	  system	  cannot	  be	  used	  to	  achieve	  terminal	  growth	  arrest	  with	  auxin-­‐induced	  depletion	  of	  Cdc14,	  Cdc15,	  or	  Cdc20	  IAA17	  fusion	  proteins.	  This	  is	  partly	  because	  OsTIR1	  appears	  to	  be	  limiting	  in	  the	  presence	  of	  auxin	  when	  expressed	  constitutively	  with	  an	  ADH1	  promoter.	  Auxin-­‐induced	  depletion	  of	  the	  Cdc15	  fusion	  protein	  did	  result	  in	  partial	  accumulation	  of	  mitotic	  arrest	  but	  this	  was	  judged	  to	  be	  insufficiently	  high	  (≤80%)	  to	  fulfil	  the	  aim	  of	  this	  study;	  and	  to	  detect	  a	  difference	  between	  metaphase	  and	  telophase	  arrested	  cells.	  In	  contrast,	  this	  study	  has	  confirmed	  that	  accumulation	  of	  terminal	  telophase	  arrest	  with	  either	  
CDC14-­‐1	  or	  CDC15-­‐2	  temperature-­‐sensitive	  conditional	  alleles,	  generates	  a	  situation	  with	  segregated	  sister	  chromatids	  at	  a	  time	  when	  Cdk1	  activity	  is	  high.	  However,	  CDC15-­‐2	  alleles	  in	  isogenic	  GAL10-­‐HO	  CCG1843	  cells	  displayed	  a	  partial	  phenotype,	  that	  although	  is	  similar	  to	  other	  reports	  was	  judged	  to	  be	  insufficiently	  robust	  to	  fulfil	  the	  study	  aim.	  Conditional	  accumulation	  of	  metaphase-­‐arrested	  cells	  was	  confirmed	  in	  PMETCDC20	  cells,	  and	  in	  wild-­‐type	  cells	  treated	  with	  nocodazole.	  This	  can	  act	  as	  control	  when	  sister	  chromatids	  are	  unsegregated	  in	  the	  presence	  of	  mitotic	  Cdk1	  activity.	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The	  overall	  research	  question	  is,	  in	  addition	  to	  Cdk1	  activity	  is	  the	  presence	  of	  a	  sister	  chromatid	  a	  requirement	  to	  initiate	  DSB	  repair	  with	  the	  HR	  pathway.	  This	  can	  now	  be	  investigated	  because	  the	  separated	  sister	  chromatids	  during	  telophase	  can	  be	  compared	  to	  joined	  sister	  chromatids	  during	  metaphase	  in	  isogenic	  GAL10-­‐





3.1 Objectives	  	  
• To	  determine	  whether	  a	  conditional	  single	  DSB	  can	  be	  induced	  in	  chromosome	  III	  during	  telophase.	  
• To	  physically	  monitor	  DSB-­‐induced	  DNA	  resection	  and	  repair	  kinetics	  in	  the	  presence	  and	  absence	  of	  homologous	  donor	  sequences	  during	  telophase.	  
• To	  determine	  whether	  HR	  is	  active	  in	  telophase.	  	  
3.2 Approach	  	  
S.	  cerevisiae	  grow	  as	  haploid	  (MATa	  or	  MATα)	  or	  diploid	  (MATa/MATα	  diploids)	  cells,	  determined	  by	  two	  different	  mating-­‐type	  (MAT)	  loci.	  Conversion	  of	  one	  haploid	  mating-­‐type	  (e.g.,	  MATa)	  to	  another	  (e.g.,	  MATα)	  is	  called	  homothallism.	  The	  process	  of	  mating-­‐type	  gene	  switching	  occurs	  after	  a	  single	  programmed	  DSB	  is	  introduced	  at	  MAT	  by	  the	  endonuclease	  HO.	  This	  process	  has	  been	  extensively	  studied,	  and	  has	  contributed	  substantially	  to	  the	  current	  understanding	  of	  DSB	  repair	  (Haber,	  1992,	  1998,	  2002,	  2012).	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The	  MAT	  locus	  is	  in	  the	  middle	  of	  chromosome	  III,	  beginning	  at	  position	  198671	  (Oliver	  et	  al.,	  1992).	  MAT	  is	  divided	  into	  five	  regions	  (ordered	  from	  left	  to	  right,	  W,	  X,	  Y,	  Z1,	  and	  Z2),	  based	  on	  shared	  sequences	  between	  MAT	  and	  the	  two	  cryptic	  copies	  of	  mating-­‐type	  sequences	  at	  HMLα	  and	  HMRa	  (Hicks	  et	  al.,	  1979).	  Ya	  and	  Yα	  contain	  sequences	  of	  promoters	  and	  proteins	  that	  regulate	  mating-­‐type.	  HMLα	  and	  




	  HO	  has	  a	  half-­‐life	  of	  around	  10	  min,	  being	  rapidly	  degraded	  by	  the	  ubiquitin-­‐mediated	  SCF	  protein	  degradation	  complex	  (Kaplun	  et	  al.,	  2003;	  Kaplun	  et	  al.,	  2006).	  This	  feature	  of	  rapidly	  turning	  off	  endonuclease	  activity	  is	  in	  contrast	  to	  other	  similar	  rare	  cutting	  endonucleases,	  such	  as	  I-­‐SceI	  which	  otherwise	  behaves	  similarly	  to	  HO	  (Lisby	  et	  al.,	  2004;	  Plessis	  et	  al.,	  1992).	  Degradation	  is	  targeted	  by	  Chk1	  kinase	  phosphorylation	  through	  the	  DNA	  damage	  response.	  	  	  
MAT,	  HMLα,	  and	  HMRa,	  are	  three	  potential	  targets	  for	  HO	  endonuclease-­‐induced	  cleavage	  (Kostriken	  et	  al.,	  1983).	  However,	  only	  MAT	  is	  accessible	  to	  cleavage	  under	  normal	  conditions	  as	  the	  other	  regions	  are	  heterochromatic	  and	  have	  inaccessible	  silent	  regions	  (Connolly	  et	  al.,	  1988;	  Hicks	  et	  al.,	  2011;	  Loo	  and	  Rine,	  1994).	  However,	  inhibition	  of	  Sir2-­‐mediated	  gene	  silencing	  (a	  conserved	  nicotinamide	  adenine	  dinucleotide	  (NAD+)-­‐dependent	  histone	  deacetylase	  of	  the	  
MAT$proximal$ MAT$distal$
HO#cut#
Chr$3R$ W$ X$ Z1$ Z2$Ya#
C C G C A A C A G #
G G C G T T G T C #
Z1$Ya#
Figure	  20.	  HO	  cleavage	  site	  and	  sequence	  at	  the	  MAT	  locus.	  	  The	  HO	  recognition	  site	  at	  MAT	  is	  within	  Z1,	  near	  its	  proximal	  border	  with	  Ya	  (or	  Yα).	  Cleavage	  results	  in	  a	  four-­‐base	  pair	  overhang,	  whose	  sequence	  is	  displayed	  in	  the	  expanded	  box.	  
Results	  
	  110	  
Sirtuin	  family)	  with	  nicotinamide	  can	  induce	  their	  expression	  (Bitterman	  et	  al.,	  2002).	  	  	  Conditional	  HO	  expression	  has	  been	  achieved	  by	  placing	  the	  gene	  under	  the	  control	  of	  the	  galactose-­‐inducible	  promoter	  GAL10,	  with	  stable	  genomic	  integration	  at	  ade3	  on	  chromosome	  XII.	  This	  was	  performed	  by	  BstEll	  and	  Pvull	  digestion	  of	  plasmid	  YIPade3HO	  at	  ade3	  (Sandell	  and	  Zakian,	  1993)	  and	  transformation	  of	  the	  fragment	  in	  to	  JKM115	  (Moore	  and	  Haber,	  1996)	  using	  URA3	  as	  a	  selectable	  marker	  that	  was	  subsequently	  excised	  with	  5-­‐fluoro-­‐orotic	  acid	  counter	  selection	  (Boeke	  et	  al.,	  1987),	  to	  create	  MATα	  CCG1840	  (Lee	  et	  al.,	  1998)	  and	  subsequently	  MATa	  CCG1843	  (Sugawara	  et	  al.,	  2003)	  (Table	  2).	  Prior	  to	  this,	  deletion	  of	  endogenous	  ho	  on	  chromosome	  IV	  was	  initially	  achieved	  in	  the	  diploid	  XW119	  strain	  (Wu	  et	  al.,	  1996),	  in	  which	  ho	  was	  disrupted	  with	  transformation	  of	  SacI	  digested	  pJKM4	  using	  URA3	  as	  a	  selectable	  marker	  that	  was	  later	  excised	  with	  5-­‐fluoro-­‐orotic	  acid	  counter	  selection	  (Boeke	  et	  al.,	  1987;	  Moore	  and	  Haber,	  1996).	  A	  haploid	  strain	  was	  produced	  with	  tetrad	  dissection,	  eventually	  generating	  JKM110.	  	  	  GAL10	  is	  repressed	  in	  the	  presence	  of	  dextrose	  (Johnston	  et	  al.,	  1994)	  thus	  cells	  are	  preconditioned	  with	  other	  carbon	  sources,	  such	  as	  lactate	  or	  raffinose,	  followed	  by	  treatment	  with	  galactose	  to	  induce	  expression	  of	  HO,	  to	  generate	  a	  single	  DSB	  at	  MAT	  in	  Z1	  (Haber,	  2002,	  2005;	  Holmes	  and	  Haber,	  1999a;	  Sugawara	  et	  al.,	  2003).	  The	  DSB	  occurs	  in	  most	  cells	  around	  the	  same	  time	  within	  one	  hour	  of	  galactose	  treatment,	  although	  this	  may	  vary	  dependent	  on	  strain	  and	  temperature	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(White	  and	  Haber,	  1990).	  HO	  repression	  occurs	  with	  glucose	  treatment	  even	  in	  the	  presence	  of	  galactose,	  which	  prevents	  further	  DSB	  induction	  and	  permits	  repair	  (Holmes	  and	  Haber,	  1999a;	  Wang	  and	  Haber,	  2004).	  	  The	  JKM115	  strain	  and	  its	  derivatives	  have	  had	  HMLα	  and	  HMRa	  deleted	  and	  replaced	  with	  ADE1,	  along	  with	  flanking	  silencing	  sequences.	  These	  loci	  contain	  homologous	  sequences	  to	  MAT.	  Deletion	  was	  achieved	  with	  genomic	  integration	  of	  the	  MluI	  to	  PstI	  fragment	  from	  pJKM5,	  yielding	  hmlΔ::ADE1	  in	  XW157	  (Wu	  et	  al.,	  1996)	  and	  hmrΔ::ADE1	  in	  JKM64	  strains;	  tetrad	  dissection	  and	  selection	  of	  appropriate	  segregants	  generated	  JKM110	  (Moore	  and	  Haber,	  1996).	  JKM115	  was	  made	  after	  transformation	  with	  the	  EcoRI-­‐digested	  fragment	  of	  pNYK1009,	  using	  
URA3	  as	  a	  selectable	  marker	  that	  was	  excised	  with	  5-­‐fluoro-­‐orotic	  acid	  counter	  selection	  (Boeke	  et	  al.,	  1987),	  leaving	  trp1::hisG’	  in	  JKM115	  (Moore	  and	  Haber,	  1996).	  	  DSB	  formation	  and	  repair	  can	  be	  physically	  monitored	  during	  a	  time	  course	  by	  analysing	  extracted	  DNA.	  Genomic	  DNA	  can	  be	  resolved	  with	  PFGE	  to	  display	  whole	  chromosomes	  with	  ethidium	  bromide	  staining,	  thus	  a	  single	  DSB	  within	  chromosome	  III,	  and	  its	  subsequent	  repair,	  can	  be	  visualised	  (Ma	  et	  al.,	  2011;	  Schwartz	  and	  Cantor,	  1984).	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Physically	  monitoring	  DSB	  formation,	  nucleolytic	  resection	  of	  adjacent	  DNA,	  DSB	  repair,	  and	  MAT	  switching	  is	  possible	  by	  probing	  a	  Southern	  membrane	  after	  restriction	  enzyme	  digestion	  of	  extracted	  genomic	  DNA	  from	  a	  time	  course	  (Connolly	  et	  al.,	  1988;	  Rudin	  and	  Haber,	  1988;	  Southern,	  1975;	  White	  and	  Haber,	  1990).	  This	  study	  used	  a	  701	  bp	  DNA	  probe	  straddling	  the	  first	  StyI	  site	  distal	  to	  
















Figure	  21.	  The	  MAT	  locus	  and	  StyI	  restriction	  products	  of	  CCG1843	  and	  its	  
derivatives.	  	  
ADE1	  has	  replaced	  both	  hmlα	  and	  hmra.	  Thus	  no	  homologous	  donor	  sequences	  to	  
MAT	  are	  available	  to	  complete	  repair	  of	  a	  DSB	  by	  HR,	  in	  contrast	  to	  CCG1842-­‐based	  constructs	  (Figure	  22).	  Hence	  any	  observed	  repair	  is	  an	  indication	  of	  NHEJ.	  StyI	  restriction	  sites	  are	  indicated	  along	  with	  the	  sizes	  of	  expected	  bands	  from	  digested	  genomic	  DNA	  extract	  when	  a	  701	  base	  pair	  DNA	  probe	  at	  MAT	  distal	  is	  used	  for	  detection;	  it	  straddles	  a	  StyI	  restriction	  site.	  The	  five	  regions	  of	  MAT	  from	  W	  to	  Z2	  are	  displayed	  in	  light	  blue	  and	  orange.	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with	  Southern,	  the	  appearance	  of	  a	  new	  larger	  band	  of	  1776	  bp	  indicates	  that	  MAT	  switching	  has	  occurred	  and	  that	  HR	  is	  active	  (Figure	  22).	  Reappearance	  of	  the	  930	  bp	  Ya	  band	  would	  also	  be	  consistent	  with	  DSB	  repair	  by	  HR	  using	  HMRa	  sequences,	  particularly	  if	  the	  process	  is	  slow,	  and	  accompanied	  by	  MAT	  switching	  and	  resection	  of	  the	  723	  bp	  Ya	  cut	  and	  2230	  bp	  MAT	  distal	  fragments.	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Figure	  22.	  The	  MAT,	  HMLα,	  and	  HMRa	  loci	  on	  chromosome	  III	  in	  CCG1842	  and	  
its	  derivatives.	  	  The	  MAT	  locus	  is	  composed	  of	  five	  segments	  W	  to	  Z2.	  Ya	  and	  Yα	  have	  different	  sequences	  such	  that	  Yα	  lacks	  a	  StyI	  restriction	  site.	  Shared	  sequences	  are	  indicated	  by	  light	  blue.	  W	  and	  Z2	  sequences	  differ	  between	  MATa	  and	  HMRa	  and	  are	  indicated	  by	  dark	  blue.	  The	  DNA	  probe	  is	  located	  at	  MAT	  distal	  straddling	  a	  StyI	  restriction	  site.	  The	  HO	  cut	  site	  is	  located	  in	  Z1	  near	  the	  boundary	  with	  Y	  (Figure	  20).	  In	  contrast	  to	  CCG1843-­‐based	  constructs	  (Figure	  21),	  homology	  at	  Z1	  between	  these	  three	  loci	  permits	  completion	  of	  repair	  of	  a	  DSB	  by	  HR	  if	  this	  pathway	  is	  active.	  MAT	  switching	  from	  MATa	  to	  MATα	  is	  due	  to	  HR	  and	  is	  a	  gene	  conversion	  event	  using	  SDSA	  that	  does	  not	  alter	  the	  donor	  sequence	  (Ira	  et	  al.,	  2006).	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To	  investigate	  whether	  in	  addition	  to	  Cdk1	  activity	  the	  presence	  of	  an	  intact	  sister	  chromatid	  is	  a	  requirement	  to	  initiate	  DSB	  repair	  with	  the	  HR	  pathway,	  time	  courses	  physically	  monitoring	  DSB	  induction	  and	  repair	  within	  chromosome	  III	  during	  telophase	  were	  undertaken	  using	  pulsed-­‐field	  gel	  electrophoresis	  (PFGE)	  to	  resolve	  undigested	  chromosomes,	  and	  Southern	  probing	  of	  digested	  genomic	  extract.	  HO-­‐induced	  DSB	  assays	  of	  NHEJ	  in	  the	  presence	  or	  absence	  of	  homologous	  donor	  sequences,	  and	  HR	  in	  the	  presence	  and	  absence	  of	  Rad52,	  were	  undertaken	  to	  determine	  which	  pathway	  was	  predominantly	  active	  during	  telophase.	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3.3 DSB	  repair	  by	  NHEJ	  was	  not	  observed	  in	  telophase	  	  
3.3.1 Efficient	  conditional	  DSB	  induction	  occurs	  during	  telophase	  in	  cells	  
lacking	  homologous	  donor	  sequences	  to	  MAT	  	  In	  order	  to	  determine	  whether	  conditional	  HO	  expression	  resulting	  in	  chromosome	  III	  cleavage	  was	  possible	  in	  telophase,	  PFGE	  was	  used	  to	  resolve	  whole	  chromosomes	  (Schwartz	  and	  Cantor,	  1984).	  With	  conditional	  induction	  of	  a	  single	  DSB	  within	  chromosome	  III,	  at	  Watson	  strand	  position	  200857,	  the	  corresponding	  band	  is	  expected	  to	  disappear	  (Nickoloff	  et	  al.,	  1986;	  Oliver	  et	  al.,	  1992).	  The	  larger	  of	  the	  two	  fragments	  might	  also	  be	  resolved	  in	  the	  gel.	  It	  was	  important	  to	  assess	  DSB	  efficacy	  as	  poor	  DSB	  induction	  can	  result	  from	  a	  T	  to	  A	  polymorphism	  4	  base	  pairs	  distal	  to	  the	  staggered	  DSB	  cut	  site	  (Figure	  20)	  at	  position	  11	  in	  Z1,	  sometimes	  referred	  to	  as	  mat-­‐stk	  (stuck)	  (Ray	  et	  al.,	  1991).	  Furthermore,	  other	  mutations	  affecting	  GAL10,	  directly	  or	  indirectly,	  can	  also	  lead	  to	  both	  reduced	  repression	  in	  the	  presence	  of	  glucose,	  and	  induction	  in	  the	  presence	  of	  galactose	  (Haber,	  2005;	  Johnston	  et	  al.,	  1994;	  West	  et	  al.,	  1984).	  	  To	  determine	  if	  galactose-­‐conditional	  HO	  expression	  was	  sufficient	  to	  induce	  a	  single	  DSB	  in	  chromosome	  III	  a	  time	  course	  was	  undertake	  during	  different	  cell	  cycle	  phases	  and	  temperatures.	  Wild-­‐type	  (CCG3090)	  cycling	  and	  metaphase-­‐arrested	  cells	  were	  compared	  to	  telophase-­‐arrested	  cells	  (CCG9494),	  at	  different	  temperatures	  in	  the	  presence	  and	  absence	  of	  galactose	  (Figure	  23).	  At	  the	  time	  of	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Figure	  23.	  Efficient	  conditional	  chromosome	  III	  DSB	  during	  telophase	  at	  37°C	  
in	  cells	  lacking	  homologous	  repair	  sequences.	  A	  time	  course	  of	  CDC14-­‐1	  (CCG9494)	  telophase-­‐arrested	  cells	  was	  performed	  to	  determine	  whether	  efficient	  DSB	  induction	  was	  possible	  at	  37°C,	  relative	  to	  nocodazole-­‐arrested	  metaphase	  and	  cycling	  wild-­‐type	  (CCG3090)	  cells.	  Strains	  were	  each	  separately	  grown	  in	  YEPD	  followed	  by	  YEPL	  and	  incubated	  at	  25°C.	  At	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.3	  the	  wild-­‐type	  culture	  was	  split	  in	  to	  three	  aliquots	  and	  two	  were	  incubated	  at	  37°C	  along	  with	  the	  CDC14-­‐1	  construct.	  One	  wild-­‐type	  culture	  was	  treated	  with	  nocodazole	  (initially	  15	  μg/ml	  followed	  by	  7.5	  μg/ml/1.5	  hours),	  while	  all	  the	  other	  cultures	  were	  treated	  with	  vehicle.	  At	  metaphase	  and	  telophase	  arrest	  all	  the	  cultures	  were	  split	  and	  were	  either	  treated	  with	  galactose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%,	  or	  vehicle.	  Samples	  were	  harvested	  at	  90	  minutes	  and	  either	  fixed	  with	  sodium	  azide	  0.1%	  prior	  to	  subsequent	  preparation	  of	  genomic	  plugs	  for	  PFGE	  separation	  of	  chromosomes,	  or	  re-­‐suspended	  in	  to	  70%	  ethanol	  for	  phase	  and	  florescence	  microscopy,	  or	  prepared	  for	  immediate	  bright	  field	  microscopic	  examination.	  1%	  agarose	  gels	  were	  stained	  with	  1	  μg/ml	  ethidium	  bromide.	  Cut	  and	  uncut	  chromosome	  (chr)	  III	  are	  indicated.	  The	  proportion	  of	  mitotic	  cells	  was	  enumerated	  for	  each	  strain	  condition	  from	  at	  least	  three	  fields	  at	  optical	  magnification	  of	  x63.	  Representative	  photographs	  are	  shown	  along	  with	  summary	  graphs.	  Error	  bars	  indicate	  SEM	  from	  three	  independent	  experiments,	  of	  which	  the	  gels	  are	  representative.	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3.3.2 Repair	  of	  a	  DSB	  in	  cycling	  cells	  lacking	  homologous	  donor	  sequences	  is	  
not	  observed	  by	  PFGE	  	  	  Efficient	  DSB	  induction	  is	  observed	  during	  telophase	  that	  is	  similar	  to	  that	  in	  cycling	  and	  metaphase-­‐arrested	  cells	  incubated	  at	  37°C	  in	  YEPL	  media	  (Figure	  23).	  Cycling	  cells	  are	  expected	  to	  repair	  a	  DSB	  with	  HR,	  which	  is	  a	  slower	  process	  compared	  to	  NHEJ	  (Hicks	  et	  al.,	  2011;	  Ira	  et	  al.,	  2004;	  White	  and	  Haber,	  1990).	  Using	  PFGE,	  an	  assay	  with	  continuous	  HO	  expression	  results	  in	  an	  initial	  DSB	  and	  loss	  of	  chromosome	  III,	  which	  can	  be	  repaired	  and	  then	  re-­‐cleaved	  repeatedly	  until	  such	  time	  that	  the	  recognition	  site	  is	  mutated,	  indicated	  by	  the	  reappearance	  of	  chromosome	  III.	  Error-­‐free	  repair	  is	  possible	  with	  HR	  and	  the	  introduction	  of	  mutations	  with	  loss	  of	  HO-­‐induced	  re-­‐cleavage	  is	  expected	  with	  NHEJ-­‐mediated	  repair	  (Kramer	  et	  al.,	  1994;	  Moore	  and	  Haber,	  1996).	  As	  homologous	  donor	  sequences	  to	  MAT	  at	  hmlα	  and	  hmra	  have	  been	  replaced	  with	  ADE1	  (Figure	  21)	  in	  CCG1843	  isogenic	  strains	  any	  reappearance	  of	  intact	  chromosome	  III	  with	  PFGE	  indicates	  accumulation	  of	  DNA	  in	  cells	  where	  DSB	  repair	  with	  the	  introduction	  of	  a	  mutation	  at	  the	  MATa	  HO	  recognition	  site	  has	  occurred,	  consistent	  with	  NHEJ.	  Thus	  a	  time	  course	  was	  performed	  in	  cycling	  cells	  to	  determine	  the	  appearance	  of	  DSB	  repair	  by	  PFGE	  in	  a	  situation	  when	  Cdk1-­‐mediated	  DNA	  resection	  and	  HR	  are	  active	  and	  repair	  with	  this	  pathway	  cannot	  be	  completed	  because	  of	  a	  lack	  of	  donor	  sequences.	  Repair	  is	  an	  indication	  of	  active	  NHEJ.	  	  PFGE	  of	  a	  time	  course	  of	  cycling	  cells	  shows	  that	  before	  treatment	  with	  galactose,	  only	  uncut	  chromosome	  III	  is	  visible	  (Figure	  24).	  30	  minutes	  after	  treatment	  with	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galactose,	  both	  cut	  and	  uncut	  bands	  are	  visible	  and	  after	  60	  minutes	  no	  uncut	  chromosome	  III	  is	  visible.	  This	  indicates	  that	  although	  chromosome	  III	  cleavage	  is	  observed	  at	  90	  minutes	  (Figure	  23),	  complete	  cleavage	  requires	  60	  minutes	  of	  galactose	  treatment	  at	  30°C	  incubation	  in	  YEPL.	  Uncut	  chromosome	  III	  does	  not	  re-­‐appear	  during	  the	  4.5-­‐hour	  time	  course,	  indicating	  that	  rapid	  repair	  detectable	  by	  PFGE	  is	  not	  occurring	  in	  most	  cells	  as	  might	  be	  expected	  given	  that	  HR	  is	  the	  preferred	  pathway	  for	  repair	  of	  a	  DSB	  in	  cycling	  cells	  (Hicks	  et	  al.,	  2011;	  Ira	  et	  al.,	  2004;	  White	  and	  Haber,	  1990).	  No	  chromosome	  III	  cleavage	  is	  observed	  in	  cells	  treated	  with	  vehicle,	  indicating	  that	  GAL10-­‐HO	  was	  repressed	  in	  YEPL	  during	  the	  time	  course	  as	  previously	  indicated	  (Figure	  23).	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3.3.3 DSB	  repair	  during	  telophase	  with	  a	  NHEJ	  assay	  is	  not	  observed	  by	  PFGE	  	  Continuous	  expression	  of	  HO	  with	  DSB	  induction	  in	  cycling	  cells	  results	  in	  cleavage	  of	  chromosome	  III	  without	  repair	  as	  HR	  is	  active	  (Figure	  24).	  A	  DSB	  break	  during	  metaphase-­‐arrested	  cells	  is	  also	  repaired	  by	  HR	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Ira	  et	  al.,	  2004;	  Zhang	  et	  al.,	  2009),	  thus	  a	  similar	  lack	  of	  repair	  would	  be	  expected	  in	  this	  assay	  of	  DSB	  repair	  by	  NHEJ.	  The	  pathway	  for	  DSB	  repair	  in	  telophase	  is	  unknown,	  a	  time	  with	  Cdk1	  activity	  similar	  to	  metaphase	  but	  with	  segregated	  sister	  chromatids.	  In	  
hmlα	  and	  hmla	  CCG1843	  isogenic	  strains,	  repair	  can	  only	  be	  completed	  with	  NHEJ.	  To	  determine	  if	  NHEJ	  is	  active	  during	  telophase	  a	  time	  course	  was	  undertaken	  to	  determine	  if	  rapid	  repair	  of	  a	  DSB	  is	  observed	  (Figure	  25).	  	  	  The	  mean	  of	  bilobed	  cdc14-­‐1	  cells	  (CCG9494)	  was	  79.9%	  (SD	  5.1),	  of	  which	  92.6%	  (SD	  3.7)	  had	  separated	  DAPI	  bodies.	  This	  indicates	  telophase	  arrest	  with	  segregated	  sister	  chromatids.	  For	  wild-­‐type	  (CCG3090)	  cycling	  and	  metaphase-­‐arrested	  cells	  these	  were	  22.6%	  (SD	  3.1)	  of	  which	  56.8%	  (SD	  3.3)	  had	  one	  DAPI	  body,	  and	  77.8%	  (SD	  5.6)	  of	  which	  87.2%	  (SD	  4.9)	  had	  one	  DAPI	  body,	  respectively.	  	  	  All	  cultures	  had	  an	  intact	  chromosome	  III	  before	  galactose	  treatment	  that	  remained	  the	  same	  after	  splitting	  of	  each	  culture	  and	  treatment	  with	  vehicle.	  This	  indicates	  that	  GAL10-­‐HO	  remained	  repressed	  in	  YEPL	  media	  during	  the	  time	  course.	  In	  the	  half	  of	  cultures	  treated	  with	  galactose,	  at	  30	  minutes	  both	  intact	  and	  cut	  chromosome	  III	  were	  visible	  for	  all	  cell	  division	  cycle	  stage	  conditions.	  At	  60	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minutes,	  only	  a	  very	  faint	  intact	  chromosome	  III	  is	  visible	  for	  metaphase-­‐	  and	  telophase-­‐arrested	  cells,	  indicating	  slightly	  quicker	  DSB	  induction	  in	  cycling	  cells	  incubated	  at	  37°C,	  concordant	  to	  incubation	  at	  30°C	  (Figure	  23;	  Figure	  24).	  	  During	  telophase,	  cleaved	  chromosome	  III	  did	  not	  reappear,	  indicating	  that	  repair	  resistant	  to	  HO-­‐induced	  re-­‐cleavage	  did	  not	  occur	  at	  MAT.	  This	  was	  also	  observed	  for	  wild-­‐type	  cycling	  and	  nocodazole-­‐arrested	  metaphase	  cells,	  where	  HR	  is	  predominantly	  active	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Ira	  et	  al.,	  2004;	  Zhang	  et	  al.,	  2009).	  Thus	  the	  lack	  of	  rapid	  repair	  is	  an	  indication	  that	  NHEJ	  is	  not	  the	  predominant	  repair	  pathway	  during	  telophase.	  However,	  it	  is	  also	  possible	  that	  low-­‐level	  mutagenesis	  with	  repair	  of	  chromosome	  III	  is	  occurring	  below	  the	  level	  of	  PFGE	  detection.	  Southern	  probing	  has	  been	  used	  for	  many	  years	  to	  physically	  monitor	  DSB	  repair	  kinetics	  and	  has	  a	  higher	  resolution	  and	  lower	  threshold	  for	  detection	  compared	  to	  PFGE	  (Connolly	  et	  al.,	  1988;	  White	  and	  Haber,	  1990).	  Thus	  Southern	  probing	  at	  MAT	  distal	  (Figure	  21)	  was	  used	  to	  with	  this	  NHEJ	  assay,	  to	  determine	  if	  DSB	  repair	  was	  occurring	  during	  telophase.	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Figure	  25.	  DSB	  repair	  in	  telophase	  is	  not	  observed	  by	  PFGE	  in	  the	  absence	  of	  
homologous	  donor	  sequences.	  A	  time	  course	  of	  CDC14-­‐1	  telophase-­‐arrested	  cells	  was	  performed	  to	  determine	  whether	  rapid	  DSB	  repair	  is	  observed	  in	  the	  absence	  of	  homologous	  donor	  sequences.	  CDC14-­‐1	  (CCG9494)	  and	  wild-­‐type	  (CCG3090)	  strains	  were	  each	  separately	  grown	  in	  YEPD	  followed	  by	  YEPL	  and	  incubated	  at	  25°C.	  At	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.3	  the	  wild-­‐type	  culture	  was	  split	  in	  to	  two	  aliquots	  and	  one	  culture	  was	  treated	  with	  nocodazole	  (initially	  15	  μg/ml	  followed	  by	  7.5	  μg/ml/1.5	  hours),	  while	  the	  two	  remaining	  cultures	  were	  treated	  with	  vehicle.	  They	  were	  all	  incubated	  at	  37°C.	  At	  metaphase	  and	  telophase	  arrest	  all	  the	  cultures	  were	  split	  and	  were	  either	  treated	  with	  galactose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%,	  or	  vehicle.	  Samples	  were	  harvested	  every	  30	  minutes	  and	  either	  fixed	  with	  sodium	  azide	  0.1%	  prior	  to	  subsequent	  genomic	  plug	  preparation	  for	  PFGE	  separation	  of	  chromosomes,	  or	  re-­‐suspended	  in	  to	  70%	  ethanol	  for	  phase	  and	  florescence	  microscopy,	  or	  prepared	  for	  immediate	  bright	  field	  microscopic	  examination.	  1%	  agarose	  gels	  were	  stained	  with	  1	  μg/ml	  ethidium	  bromide.	  Cut	  and	  uncut	  chromosome	  (chr)	  III	  are	  indicated.	  The	  proportion	  of	  mitotic	  cells	  was	  enumerated	  for	  each	  strain	  condition	  during	  DSB	  induction	  from	  at	  least	  three	  fields	  at	  optical	  magnification	  of	  x63.	  Representative	  photographs	  are	  shown	  along	  with	  summary	  graphs.	  Error	  bars	  indicate	  SEM	  from	  three	  independent	  experiments,	  of	  which	  the	  gels	  are	  representative.	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3.4 HR	  with	  DSB	  resection	  is	  active	  during	  telophase	  	  
3.4.1 Efficient	  DNA	  resection	  occurs	  without	  repair	  with	  separated	  sister	  
chromatids	  in	  telophase.	  
	  	  DSB	  repair	  at	  MAT	  during	  telophase	  is	  not	  observed	  by	  PFGE	  in	  an	  NHEJ	  assay,	  where	  homologous	  donor	  sequences	  have	  been	  deleted	  to	  prevent	  DSB	  by	  HR,	  and	  HO	  is	  continually	  expressed	  with	  galactose	  treatment	  so	  that	  only	  DSB	  repair	  with	  the	  introduction	  of	  a	  mutation	  at	  the	  HO-­‐cut	  site	  will	  be	  detected	  (Figure	  25).	  However,	  to	  exclude	  the	  possibility	  of	  low-­‐level	  repair,	  a	  time	  course	  was	  performed	  during	  telophase	  to	  physically	  monitor	  the	  events	  of	  DSB	  induction,	  resection,	  and	  repair,	  using	  Southern	  blotting	  and	  probing	  at	  MAT	  distal,	  after	  StyI-­‐digestion	  of	  the	  genomic	  extract	  (Figure	  21).	  	  	  For	  all	  cell	  division	  cycle	  stages,	  no	  Ya	  cut	  band	  is	  observed	  before	  galactose-­‐induced	  HO	  expression,	  indicating	  repression	  of	  HO	  (Figure	  26).	  30	  minutes	  after	  treatment	  with	  galactose,	  Ya	  has	  almost	  completely	  disappeared,	  and	  by	  60	  minutes	  it	  is	  not	  visible,	  indicating	  rapid	  synchronous	  DSB	  induction	  with	  high	  efficiency.	  This	  is	  concordant	  with	  PFGE	  (Figure	  24).	  At	  30	  minutes	  the	  Ya	  cut	  fragment	  first	  becomes	  visible,	  indicating	  that	  DSB	  induction	  does	  not	  occur	  before	  galactose	  treatment	  but	  does	  occur	  only	  after	  treatment.	  The	  gradual	  reduction	  in	  the	  intensity	  of	  the	  Ya	  cut	  fragment	  after	  one	  hour	  (after	  DSB	  induction	  in	  most	  cells	  indicated	  by	  disappearance	  of	  Ya),	  with	  very	  little	  intensity	  remaining	  after	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two	  hours,	  is	  consistent	  with	  nucleolytic	  5’	  to	  3’	  resection	  of	  the	  0.7	  kb	  StyI	  restriction	  fragment.	  The	  loss	  of	  intensity	  occurs	  because	  StyI	  cannot	  cleave	  single	  stranded	  DNA;	  only	  double	  stranded	  DNA	  can	  be	  cleaved.	  This	  indicates	  that	  HR	  is	  active,	  with	  Cdk1	  activity	  directing	  resection.	  Ya	  does	  not	  reappear,	  indicating	  that	  completion	  of	  DSB	  repair	  does	  not	  occur,	  and	  that	  NHEJ	  is	  not	  active.	  The	  intensity	  of	  the	  MAT	  distal	  fragment	  diminishes	  with	  time	  after	  galactose	  exposure,	  consistent	  with	  the	  presence	  of	  resection	  beyond	  0.7	  kb.	  MAT	  distal	  intensity	  reduction	  is	  most	  marked	  after	  two	  and	  a	  half	  hours,	  corresponding	  to	  resection	  of	  the	  Ya	  cut	  fragment.	  This	  indicates	  that	  resection	  is	  proceeding	  to	  the	  2.2	  kb	  MAT	  distal	  fragment	  as	  expected	  given	  that	  no	  homologous	  sequence	  donors	  to	  MAT	  are	  present	  in	  the	  genome.	  In	  the	  other	  wild-­‐type	  culture	  that	  received	  vehicle,	  Ya	  cut	  fragment	  does	  not	  appear,	  indicting	  that	  DSB	  induction	  has	  not	  occurred.	  Ya	  and	  MAT	  fragments	  remain	  constant,	  consistent	  with	  the	  lack	  of	  the	  DSB	  induction	  and	  resection.	  	  Thus,	  in	  a	  mixed	  population	  of	  cells	  cycling	  through	  the	  cell	  division	  cycle	  physical	  monitoring	  of	  DNA	  after	  a	  conditional	  DSB	  is	  possible,	  and	  is	  concordant	  with	  other	  studies	  (Lee	  et	  al.,	  1998;	  White	  and	  Haber,	  1990).	  This	  assay	  is	  designed	  to	  assess	  resection	  around	  a	  DSB	  and	  NHEJ	  repair	  by	  HO	  cut	  site	  mutation.	  It	  demonstrated	  that	  after	  DSB	  induction,	  resection	  occurs	  without	  the	  reappearance	  of	  the	  uncut	  Ya	  fragment.	  This	  combination	  of	  findings	  is	  consistent	  with	  the	  interpretation	  that	  HR	  is	  active	  and	  the	  predominant	  repair	  pathway.	  NHEJ	  was	  not	  detected	  by	  Ya	  repair	  in	  the	  context	  of	  continued	  HO	  expression.	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M	  phase	  arrested	  cells	  have	  high	  Cdk1	  activity	  but	  in	  nocodazole	  induced	  metaphase	  arrested	  cells	  the	  sister	  chromatids	  are	  physically	  attached	  with	  cohesin.	  However,	  in	  the	  telophase	  arrested	  cells,	  the	  sister	  chromatids	  are	  physically	  separated	  after	  Scc1	  mediated	  cohesin	  cleavage	  with	  APC	  activation	  with	  Cdc20.	  Cdc14	  phosphatase	  activity	  is	  required	  to	  dephosphorylate	  Cdk1	  activated	  targets	  to	  progress	  towards	  cytokinesis	  and	  G1.	  However,	  with	  Cdc14-­‐1	  inactivation	  during	  telophase	  Cdk1	  substrates	  remain	  phosphorylated.	  Thus	  the	  sister	  chromatid	  is	  present	  in	  both	  conditions	  with	  high	  Cdk1	  activity	  but	  is	  not	  physically	  available	  to	  contribute	  to	  DSB	  repair	  by	  HR	  in	  telophase.	  	  In	  the	  Cdc14-­‐1	  telophase	  and	  nocodazole-­‐treated	  metaphase	  arrested	  cells,	  a	  Ya	  cut	  fragment	  is	  not	  present	  before	  the	  addition	  of	  galactose,	  MATa	  is	  not	  cleaved	  by	  HO.	  After	  the	  addition	  of	  galactose	  Ya	  is	  almost	  lost	  at	  30	  minutes,	  and	  lost	  at	  60	  minutes,	  consistent	  with	  rapid	  synchronous	  conditional	  DSB	  induction.	  This	  is	  supported	  by	  the	  appearance	  of	  Ya	  cut	  fragment	  at	  30	  minutes.	  The	  observed	  lack	  of	  reappearance	  of	  Ya	  indicates	  that	  repair	  at	  MAT	  did	  not	  occur	  in	  the	  presence	  of	  continued	  HO	  expression.	  If	  repair	  did	  occur,	  it	  was	  without	  mutation	  at	  the	  cut	  site	  and	  thus	  was	  re-­‐cleaved	  by	  HO.	  Both	  these	  features	  argue	  that	  HR	  is	  active	  during	  metaphase	  and	  telophase.	  The	  Ya	  cut	  fragment	  almost	  disappears	  after	  two	  and	  a	  half	  hours,	  indicating	  resection	  is	  occurring	  beyond	  Ya	  towards	  MAT.	  Indeed,	  MAT	  distal	  fragment	  signal	  diminishes	  after	  3	  hours,	  supporting	  the	  interpretation	  of	  resection	  that	  has	  proceeded	  to	  MAT	  distal.	  Given	  that	  resection	  of	  Ya	  and	  MAT	  distal	  are	  observed	  without	  repair	  of	  Ya,	  HR	  is	  active	  during	  telophase	  and	  metaphase.	  The	  resection	  kinetics	  were	  similar	  suggesting	  there	  was	  no	  difference	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Figure	  26.	  DSB	  resection	  without	  repair	  is	  present	  in	  telophase	  in	  the	  absence	  
of	  homologous	  donor	  sequences	  for	  repair.	  A	  time	  course	  of	  CDC14-­‐1	  (CCG9494)	  telophase-­‐arrested	  cells	  was	  performed	  to	  determine	  whether	  DSB	  resection	  is	  observed	  in	  the	  absence	  of	  homologous	  donor	  sequences,	  given	  repair	  was	  not	  visualised	  with	  PFGE	  (Figure	  25).	  CDC14-­‐1	  and	  wild-­‐type	  (CCG3090)	  strains	  were	  each	  separately	  grown	  in	  YEPD	  followed	  by	  YEPL	  and	  incubated	  at	  25°C.	  At	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.3	  the	  wild-­‐type	  culture	  was	  split	  in	  to	  two	  aliquots	  and	  one	  culture	  was	  treated	  with	  nocodazole	  (initially	  15	  μg/ml	  followed	  by	  7.5	  μg/ml/1.5	  hours),	  while	  the	  two	  remaining	  cultures	  were	  treated	  with	  vehicle.	  They	  were	  all	  incubated	  at	  37°C.	  At	  metaphase	  and	  telophase	  arrest	  the	  culture	  of	  cycling	  cells	  was	  split	  and	  treated	  with	  vehicle	  while	  all	  the	  other	  cultures	  were	  treated	  with	  galactose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%.	  Samples	  were	  harvested	  every	  30	  minutes	  for	  subsequent	  genomic	  extraction	  and	  Southern	  probing	  at	  MAT	  distal,	  or	  re-­‐suspended	  in	  to	  70%	  ethanol	  for	  phase	  and	  florescence	  microscopy,	  or	  prepared	  for	  immediate	  bright	  field	  microscopic	  examination.	  MAT	  distal	  and	  Ya	  (cut	  and	  uncut)	  StyI	  digestion	  products	  are	  indicated.	  The	  proportion	  of	  mitotic	  cells	  was	  enumerated	  for	  each	  strain	  condition	  during	  DSB	  induction	  from	  at	  least	  three	  fields	  at	  optical	  magnification	  of	  x63.	  Representative	  photographs	  are	  shown	  along	  with	  summary	  graphs.	  Error	  bars	  indicate	  SEM	  from	  three	  independent	  experiments.	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3.4.1.1 DNA	  resection	  occurs	  without	  repair	  in	  telophase	  with	  continued	  DSB	  
induction	  in	  the	  presence	  of	  donor	  sequences.	  	  This	  study	  has	  found	  that	  extensive	  DNA	  resection	  adjacent	  to	  a	  DSB	  occurs	  during	  telophase,	  when	  sister	  chromatids	  are	  separated	  indicating	  HR	  is	  active	  (Figure	  26).	  This	  suggests	  that	  the	  presence	  of	  a	  sister	  chromatid	  lacking	  homologous	  donor	  sequences	  from	  hmlα	  and	  hmra	  (Figure	  21),	  does	  not	  influence	  repair	  pathway	  choice	  after	  a	  single	  DSB	  during	  telophase.	  In	  cycling	  cells,	  the	  broken	  ends	  of	  a	  HO-­‐induced	  DSB	  are	  translocated	  to	  the	  nuclear	  periphery	  in	  a	  Mps2-­‐dependent	  manner,	  observed	  with	  Chromosome	  Conformation	  Capture	  (3C)	  (Oza	  et	  al.,	  2009).	  This	  is	  also	  supported	  by	  a	  independent	  computational	  model	  (Gehlen	  et	  al.,	  2011).	  However,	  this	  peripheral	  translocation,	  which	  is	  thought	  to	  occur	  in	  cells	  in	  which	  DSB	  repair	  by	  HR	  is	  delayed,	  does	  not	  occur	  in	  cells	  that	  have	  intact	  
HMLα	  and	  HMRa	  donor	  sequences,	  suggesting	  that	  the	  presence	  of	  homologous	  donor	  sequences	  might	  influence	  DNA	  repair	  pathway	  choice	  (Oza	  et	  al.,	  2009).	  To	  test	  whether	  the	  presence	  or	  absence	  of	  a	  sister	  chromatid	  that	  has	  donor	  sequences	  with	  the	  potential	  to	  repair	  a	  DSB	  with	  HR	  and	  complete	  MAT	  switching,	  CCG1842	  constructs	  were	  used,	  which	  have	  intact	  HMLα	  and	  HMRa	  and	  thus	  homologous	  sequences	  to	  MAT	  capable	  of	  completion	  of	  HR	  and	  MAT	  switching	  (Figure	  22).	  The	  same	  NHEJ	  assay	  with	  continued	  HO-­‐induced	  DSB	  formation	  at	  
MAT	  upon	  galactose	  treatment	  was	  used	  as	  previously	  for	  comparison	  to	  CCG1843	  constructs	  that	  lack	  donor	  sequences	  (Figure	  26).	  In	  this	  assay	  the	  reappearance	  of	  Ya	  indicates	  DSB	  repair	  by	  NHEJ	  because	  the	  HO-­‐cut	  site	  becomes	  resistant	  to	  re-­‐cleavage	  through	  mutational	  repair.	  The	  appearance	  of	  Yα	  indicates	  MAT	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switching	  by	  HR	  but	  with	  subsequent	  resistance	  to	  re-­‐cleavage,	  so	  would	  not	  be	  expected.	  The	  disappearance	  of	  the	  Ya	  cut	  fragment	  and	  MAT	  indicate	  resection	  associated	  with	  HR.	  	  To	  confirm	  that	  the	  observed	  resection	  associated	  with	  HR	  during	  telophase	  is	  not	  specific	  to	  the	  CDC14-­‐1	  allele,	  a	  time	  course	  with	  the	  CDC15-­‐2	  (CCG10287)	  and	  
CDC14-­‐1	  (CCG9989)	  alleles	  was	  performed	  with	  wild-­‐type	  (CCG1842)	  cells	  arrested	  during	  metaphase	  with	  nocodazole	  treatment.	  However,	  before	  this	  could	  be	  performed	  a	  time	  course	  to	  determine	  DSB	  efficiency	  in	  wild-­‐type	  cells	  under	  various	  conditions	  was	  undertaken	  to	  exclude	  poor	  DSB	  induction	  (Figure	  27).	  DSB	  formation	  might	  be	  suboptimal	  because	  of	  mat-­‐stk	  (Ray	  et	  al.,	  1991)	  or	  other	  mutations	  affecting	  GAL10,	  that	  can	  also	  lead	  to	  reduced	  repression	  in	  the	  presence	  of	  glucose,	  or	  poor	  induction	  in	  the	  presence	  of	  galactose	  (Haber,	  2005;	  Johnston	  et	  al.,	  1994;	  West	  et	  al.,	  1984).	  Cycling	  wild-­‐type	  (CCG1842)	  cells	  were	  incubated	  at	  either	  30°C	  or	  37°C	  to	  assess	  the	  effect	  of	  temperature	  elevation,	  to	  assess	  the	  effect	  of	  nocodazole	  treatment	  at	  doses	  to	  arrest	  cells	  during	  metaphase,	  and	  to	  assess	  GAL10-­‐HO	  repression	  and	  induction	  in	  YEPL	  cultures	  either	  treated	  with	  galactose	  or	  vehicle.	  	  The	  Ya	  cut	  fragment	  appears	  at	  20	  minutes	  in	  cycling	  cells	  incubated	  at	  30	  °C.	  At	  37°C,	  the	  Ya	  cut	  fragment	  appears	  at	  40	  minutes,	  indicating	  that	  temperature	  elevation	  to	  the	  restrictive	  temperature	  required	  for	  telophase	  arrest	  in	  the	  
CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐1	  isogenic	  strains	  delays	  DSB	  formation	  after	  HO	  induction	  with	  galactose.	  Nocodazole-­‐arrested	  metaphase	  cells	  accumulated	  bilobed	  cells	  to	  
Results	  
	  141	  


















































































































































	  	  	  	  







	  	  	  











































	  	   	  
Figure	  27.	  DSB	  induction	  is	  optimal	  at	  30°C	  in	  a	  strain	  with	  intact	  homologous	  
donor	  sequences	  for	  DSB	  repair.	  A	  time	  course	  of	  wild-­‐type	  (CCG1842)	  cells	  with	  intact	  HMLα	  and	  HMRa	  homologous	  sequences	  to	  MAT	  was	  performed	  to	  determine	  conditional	  DSB	  efficiency.	  Cells	  were	  grown	  in	  YEPD	  followed	  by	  YEPL	  and	  incubated	  at	  30°C.	  At	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.3	  the	  culture	  was	  split	  in	  to	  three	  and	  one	  culture	  was	  treated	  with	  nocodazole	  (initially	  15	  μg/ml	  followed	  by	  7.5	  μg/ml/1.5	  hours),	  while	  the	  two	  remaining	  cultures	  were	  treated	  with	  vehicle,	  one	  of	  which	  was	  incubated	  at	  37C°.	  At	  metaphase	  arrest	  the	  culture	  of	  cycling	  cells	  incubated	  at	  30°C	  was	  split	  and	  treated	  with	  vehicle	  while	  all	  the	  other	  cultures	  were	  treated	  with	  galactose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%.	  Samples	  were	  harvested	  every	  20	  minutes	  for	  subsequent	  genomic	  extraction	  and	  Southern	  probing	  at	  MAT	  distal,	  or	  re-­‐suspended	  in	  to	  70%	  ethanol	  for	  phase	  and	  florescence	  microscopy,	  or	  prepared	  for	  immediate	  bright	  field	  microscopic	  examination.	  MAT	  distal,	  Ya	  (cut	  and	  uncut),	  and	  Yα	  StyI	  digestion	  products	  are	  indicated.	  The	  proportion	  of	  mitotic	  cells	  was	  enumerated	  for	  each	  strain	  condition	  during	  DSB	  induction	  from	  at	  least	  three	  fields	  at	  optical	  magnification	  of	  x63.	  Representative	  photographs	  are	  shown	  along	  with	  summary	  graphs.	  Error	  bars	  indicate	  SEM	  from	  three	  independent	  experiments.	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To	  determine	  if	  the	  presence	  of	  HMLa	  and	  HMLα	  homologous	  sequences	  influences	  repair	  pathway	  choice	  in	  the	  presence	  of	  Cdk1	  activity	  during	  telophase,	  and	  to	  confirm	  that	  the	  observed	  resection	  associated	  with	  HR	  during	  telophase	  is	  not	  specific	  to	  the	  CDC14-­‐1	  allele	  (Figure	  27),	  a	  time	  course	  with	  the	  CDC15-­‐2	  (CCG10287)	  and	  CDC14-­‐1	  (CCG9989)	  alleles	  was	  performed	  with	  wild-­‐type	  (CCG1842)	  HMLa	  and	  HMLα	  cells	  arrested	  during	  metaphase	  with	  nocodazole	  treatment.	  	  Ya	  bands	  and	  MAT	  distal	  bands	  are	  present	  before	  treatment	  with	  galactose	  to	  induce	  a	  DSB	  with	  HO.	  A	  Ya	  cut	  band	  is	  not	  present,	  indicating	  premature	  MAT	  cleavage	  has	  not	  occurred.	  After	  30	  minutes,	  the	  Ya	  band	  is	  not	  visualised	  and	  the	  Ya	  cut	  fragment	  band	  appears,	  indicating	  almost	  complete	  synchronous	  MAT	  cleavage.	  The	  intensity	  of	  the	  Ya	  cut	  fragment	  gradually	  diminishes	  with	  time	  to	  faint	  levels	  after	  6	  hours,	  with	  persistence	  of	  a	  very	  faint	  band	  thereafter.	  This	  is	  indicates	  that	  resection	  of	  Ya	  occurs	  but	  kinetics	  are	  slower	  in	  the	  presence	  of	  donor	  cassettes.	  MAT	  distal	  intensity	  also	  diminishes	  with	  time	  and	  again	  this	  is	  slower	  in	  the	  presence	  of	  donor	  cassettes.	  This	  is	  consistent	  with	  resection	  after	  DSB	  induction	  that	  reveals	  sufficient	  sequence	  homology	  at	  Z1	  and	  Z2	  distal	  to	  the	  DSB	  after	  5’	  to	  3’	  resection,	  facilitating	  Rad52-­‐dependent	  MAT	  switching	  by	  HR	  (Ira	  and	  Haber,	  2002;	  Moore	  and	  Haber,	  1996;	  Sugawara	  et	  al.,	  2003;	  White	  and	  Haber,	  1990).	  Z1	  and	  Z2	  are	  identical	  to	  HMLα,	  and	  Z1	  to	  HMLa.	  Thus	  after	  RPA	  single	  stranded	  DNA	  coating	  and	  interaction	  with	  Rad52	  and	  Rad51	  (New	  et	  al.,	  1998;	  Sugiyama	  et	  al.,	  1998),	  associated	  with	  Rad55	  and	  Rad57,	  a	  filament	  for	  homology	  searching	  is	  formed	  (Aylon	  et	  al.,	  2003;	  Sugawara	  et	  al.,	  2003).	  This	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iteratively	  samples	  sequences	  and	  completes	  recombination	  driven	  by	  homology	  (Coic	  et	  al.,	  2011).	  Thus	  MAT	  switching	  or	  repair	  of	  Ya	  can	  be	  completed.	  However,	  as	  HO	  is	  continually	  expressed,	  the	  repaired	  MAT	  locus	  is	  cleaved	  repeatedly.	  Consistent	  with	  this	  is	  the	  observation	  that	  Ya	  does	  not	  reappear	  and	  Yα	  does	  not	  appear.	  Wild-­‐type	  cycling	  and	  metaphase-­‐arrested	  cells,	  known	  to	  repair	  with	  HR	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Ira	  et	  al.,	  2004;	  Zhang	  et	  al.,	  2009),	  behaved	  similarly	  to	  telophase-­‐arrested	  cells	  using	  both	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2.	  Thus	  the	  presence	  of	  donor	  cassettes	  did	  not	  alter	  the	  observation	  that	  the	  DSB	  repair	  pathway	  choice	  is	  not	  dependent	  on	  the	  presence	  or	  absence	  of	  the	  sister	  chromatid.	  	  	  During	  replicates	  with	  greater	  DNA	  loading	  an	  extremely	  faint	  Yα	  band	  is	  just	  visible	  before	  treatment	  with	  galactose	  (Figure	  29).	  This	  indicates	  that	  a	  small	  number	  of	  cells	  have	  already	  switched	  from	  MATa	  to	  MATα	  before	  DSB	  induction,	  attributed	  to	  low	  level	  (≤1%)	  de-­‐repression	  of	  GAL10-­‐HO	  in	  glucose	  media	  (Haber,	  2005).	  This	  has	  been	  observed	  previously	  in	  isogenic	  strains	  (Holmes	  and	  Haber,	  1999b;	  Wang	  and	  Haber,	  2004;	  Wang	  et	  al.,	  2004b).	  Nevertheless	  some	  repair	  was	  observed	  with	  Yα	  to	  a	  lesser	  intensity	  compared	  to	  pre-­‐HO	  induction,	  and	  Ya	  of	  a	  lesser	  intensity	  still.	  This	  indicates	  that	  very	  low	  level	  mutational	  repair	  is	  occurring	  during	  all	  cell	  division	  cycle	  stages.	  Taken	  together	  with	  the	  presence	  of	  resection,	  this	  is	  consistent	  with	  HR	  given	  that	  conservative	  DNA	  synthesis	  by	  DNA	  polymerase	  δ	  and	  ε	  repairs	  the	  DSB	  at	  MAT	  (Ira	  et	  al.,	  2006),	  and	  the	  low	  polymerase	  processivity	  is	  associated	  with	  micro-­‐homology-­‐mediated	  template	  switches	  and	  a	  1400-­‐fold	  increased	  mutation	  rate	  compared	  to	  baseline	  (Hicks	  et	  al.,	  2010;	  Wang	  et	  al.,	  2004b).	  However,	  low-­‐level	  resistance	  to	  re-­‐cleavage	  might	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also	  indicate	  mutational	  repair	  by	  NHEJ	  as	  this	  is	  active	  in	  all	  cell	  cycle	  stages	  but	  at	  a	  very	  low	  level	  in	  the	  presence	  of	  Cdk1	  activity	  in	  cycling	  and	  metaphase	  cells	  (Ira	  et	  al.,	  2004;	  Moore	  and	  Haber,	  1996;	  Zhang	  et	  al.,	  2009).	  This	  possibility	  seems	  less	  likely	  given	  that	  the	  intensity	  of	  Yα	  is	  greater	  than	  Ya,	  indicating	  that	  the	  MATα	  cells	  at	  the	  beginning	  of	  the	  experiment	  had	  a	  considerably	  higher	  NHEJ	  repair	  rate	  compared	  to	  the	  vast	  majority	  of	  cells	  that	  were	  MATa	  at	  the	  start	  of	  the	  experiment.	  Furthermore	  the	  time	  delay	  before	  appearance	  of	  these	  faint	  bands	  favours	  HR	  rather	  than	  NHEJ,	  where	  rapid	  repair	  would	  be	  expected	  without	  the	  observed	  resection.	  	  	  HR	  is	  active	  during	  telophase	  with	  resection	  that	  is	  similar	  to	  that	  observed	  during	  metaphase	  and	  in	  cycling	  cells	  (Figure	  28).	  Although	  HR	  is	  active	  given	  the	  observation	  of	  resection,	  the	  completion	  of	  DSB	  repair	  has	  not	  been	  formally	  demonstrated.	  To	  address	  whether	  completion	  of	  DSB	  repair	  by	  HR	  is	  possible	  during	  telophase	  in	  the	  absence	  of	  an	  available	  sister	  chromatid,	  an	  assay	  that	  permits	  completion	  of	  MAT	  switching	  and	  DSB	  repair	  was	  used	  with	  the	  CCG1842	  constructs	  that	  have	  available	  homologous	  sequences	  to	  MAT.	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Figure	  28.	  Please	  see	  the	  following	  legend.	  
	  





















































	  	  	   	  
Figure	  28.	  DSB	  resection	  without	  repair	  is	  present	  in	  telophase	  in	  the	  presence	  
of	  homologous	  donor	  sequences	  for	  repair.	  	  	  During	  telophase	  with	  continuous	  HO	  induction	  (Figure	  26)	  DSB	  resection	  occurs.	  Thus	  a	  time	  course	  of	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  cells	  with	  intact	  HMLα	  and	  HMRa	  homologous	  sequences	  to	  MAT	  was	  performed	  to	  determine	  whether	  DSB	  repair	  is	  observed	  in	  telophase	  if	  donor	  sequences	  are	  available.	  Wild-­‐type	  (CCG1842),	  
























































































































































	  	  	  	  	   	  
Figure	  29.	  Limited	  premature	  MATa	  to	  MATα	  switching	  before	  continuous	  DSB	  
induction	  in	  the	  presence	  of	  homologous	  donor	  sequences	  for	  repair.	  	  A	  time	  course	  of	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  cells	  with	  intact	  HMLα	  and	  HMRa	  homologous	  sequences	  to	  MAT	  was	  performed	  to	  determine	  whether	  DSB	  repair	  is	  observed	  in	  telophase	  after	  continuous	  HO	  induction	  if	  donor	  sequences	  are	  available.	  Wild-­‐type	  (CCG1842),	  CDC14-­‐1	  (CCG9989),	  and	  CDC15-­‐2	  (CCG10287)	  cells	  were	  grown	  in	  YEPD	  followed	  by	  YEPL	  and	  incubated	  at	  25°C.	  At	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.3	  the	  wild-­‐type	  culture	  was	  split.	  All	  the	  other	  cultures	  were	  treated	  with	  α-­‐factor	  (initially	  1	  μg/ml	  followed	  by	  0.5	  μg/ml/1.5	  hours)	  until	  >90%	  of	  cells	  were	  G1	  arrested	  by	  immediate	  bright	  field	  microscopy	  assessment.	  Cells	  were	  released	  in	  to	  S	  phase	  after	  five	  washes	  in	  YEPL	  at	  25°C	  with	  200	  μg/ml	  of	  pronase	  E,	  and	  diluted	  to	  OD595	  0.3.	  When	  G1-­‐released	  cells	  began	  to	  bud	  all	  cultures	  were	  incubated	  at	  37°C.	  G1-­‐released	  wild-­‐type	  cells	  were	  treated	  with	  nocodazole	  (initially	  15	  μg/ml	  followed	  by	  7.5	  μg/ml/1.5	  hours),	  while	  the	  three	  remaining	  cultures	  were	  treated	  with	  vehicle.	  At	  metaphase	  and	  telophase	  all	  cultures	  were	  treated	  with	  galactose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%.	  Samples	  were	  harvested	  every	  30	  minutes	  initially,	  and	  hourly	  after	  three	  samples,	  for	  subsequent	  genomic	  extraction	  and	  Southern	  probing	  at	  MAT	  distal.	  Samples	  were	  also	  taken	  for	  re-­‐suspension	  in	  to	  70%	  ethanol	  for	  phase	  and	  florescence	  microscopy,	  or	  prepared	  for	  immediate	  bright	  field	  microscopic	  examination.	  MAT	  distal,	  Ya	  (cut	  and	  uncut),	  and	  Yα	  StyI	  digestion	  products	  are	  indicated.	  The	  proportion	  of	  mitotic	  cells	  was	  enumerated	  for	  each	  strain	  condition	  during	  DSB	  induction	  from	  at	  least	  three	  fields	  at	  optical	  magnification	  of	  x63.	  Representative	  photographs	  are	  shown	  along	  with	  summary	  graphs	  (Figure	  28).	  Error	  bars	  indicate	  SEM	  from	  three	  independent	  experiments.	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3.5 HR	  is	  active	  during	  telophase	  and	  is	  responsible	  for	  DSB	  resection	  
and	  repair	  	  	  
3.5.1 DNA	  DSB	  repair	  and	  MAT	  switching	  occur	  in	  telophase	  with	  segregated	  
sister	  chromatids	  	  This	  study	  has	  observed	  that	  DSB	  resection	  occurs	  when	  sister	  chromatids	  are	  segregated	  during	  telophase	  whether	  genomic	  homologous	  sequences	  to	  MAT	  are	  present	  or	  not	  (Figure	  27;	  Figure	  28).	  Greater	  resection	  is	  observed	  when	  completion	  of	  repair	  by	  HR	  is	  prevented	  in	  the	  absence	  of	  homologous	  donor	  cassettes	  (Figure	  26).	  Extremely	  low	  level	  and	  slow	  DSB	  repair	  was	  observed	  when	  donor	  cassettes	  are	  available	  to	  take	  part	  in	  DSB	  repair	  and	  although	  this	  is	  most	  in	  keeping	  with	  the	  HR	  pathway,	  NHEJ-­‐mediated	  repair	  cannot	  be	  completely	  excluded.	  In	  order	  to	  address	  whether	  DSB	  repair	  with	  MAT	  switching	  can	  occur	  during	  telophase	  in	  the	  presence	  of	  homologous	  donor	  sequences,	  an	  assay	  for	  detecting	  HR	  was	  used	  with	  pulsed	  HO	  expression,	  which	  permits	  completion	  of	  DSB	  repair.	  In	  this	  assay	  the	  appearance	  of	  the	  1776	  bp	  Yα	  fragment	  indicates	  MAT	  switching	  due	  to	  HR,	  as	  Yα	  sequences	  are	  copied	  from	  HMLα	  to	  MAT.	  Reappearance	  of	  the	  930	  bp	  Ya	  band	  would	  also	  be	  expected	  with	  HR	  if	  HMRa	  sequences	  are	  copied.	  If	  DSB	  repair	  occurs	  with	  only	  the	  reappearance	  of	  the	  Ya	  band	  without	  MAT	  switching,	  this	  would	  be	  indicative	  of	  NHEJ	  as	  a	  completely	  biased	  use	  of	  HMLa	  alone	  as	  a	  donor	  site	  would	  not	  be	  expected	  with	  HR	  (Coic	  et	  al.,	  2011;	  Wang	  and	  Haber,	  2004;	  Wu	  et	  al.,	  1996).	  	  
Results	  
	  156	  
	  A	  time	  course	  assessing	  DSB	  resection	  and	  repair	  during	  telophase	  was	  undertaken	  to	  determine	  if	  DSB	  repair	  can	  be	  completed,	  associated	  with	  resection,	  to	  confirm	  that	  HR	  is	  active	  while	  sister	  chromatids	  are	  segregated	  (Figure	  30).	  For	  the	  metaphase	  and	  telophase-­‐arrested	  cells,	  a	  Ya	  cut	  fragment	  is	  not	  visible	  prior	  to	  HO	  expression,	  indicating	  repression	  of	  GAL10-­‐HO.	  30	  minutes	  after	  treatment	  with	  galactose,	  the	  intensity	  of	  Ya	  is	  almost	  completely	  lost,	  with	  the	  first	  appearance	  of	  the	  Ya	  cut	  fragment,	  indicating	  efficient	  synchronised	  DSB	  induction.	  Gradual	  reduction	  in	  the	  intensity	  of	  the	  Ya	  cut	  fragment	  is	  observed	  during	  the	  time	  course,	  indicating	  that	  nucleolytic	  resection	  of	  Ya	  is	  occurring.	  After	  90	  minutes,	  dextrose	  was	  added	  to	  repress	  HO	  expression	  and	  further	  cleavage	  at	  MAT.	  Ya	  cut	  fragment	  resection	  is	  less	  rapid	  compared	  to	  the	  assay	  with	  continuous	  HO	  expression	  in	  the	  same	  constructs	  (Figure	  28).	  This	  is	  expected	  given	  that	  completion	  of	  DSB	  repair	  is	  possible	  without	  re-­‐cleavage	  at	  
MAT.	  The	  intensity	  of	  MAT	  distal	  also	  diminished	  with	  time,	  consistent	  with	  resection	  that	  was	  also	  limited	  compared	  to	  continued	  HO	  expression	  in	  this	  strain.	  After	  3	  hours	  Yα	  appears	  and	  Ya	  reappears.	  This	  indicates	  that	  MAT	  switching	  is	  occurring	  and	  that	  HR	  is	  active	  during	  telophase	  with	  segregated	  sister	  chromatids	  to	  a	  similar	  degree	  to	  that	  observed	  during	  metaphase	  when	  sister	  chromatids	  are	  physically	  associated.	  There	  was	  also	  no	  appreciable	  difference	  between	  the	  two	  
CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐1	  conditional	  alleles	  that	  arrest	  during	  telophase.	  Thus	  the	  availability	  of	  the	  sister	  chromatid	  does	  not	  appear	  to	  affect	  DSB	  repair	  pathway	  choice	  in	  the	  presence	  of	  Cdk1	  activity.	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Although	  unlikely,	  the	  small	  possibility	  that	  Ya	  reappearance	  is	  due	  to	  repair	  by	  NHEJ	  has	  not	  been	  completed	  excluded.	  Furthermore,	  the	  possibility	  of	  resection	  and	  mutational	  repair	  by	  NHEJ	  of	  the	  StyI	  restriction	  site	  at	  MATa	  207	  bp	  proximal	  to	  the	  DSB	  has	  also	  not	  been	  excluded;	  this	  would	  result	  in	  the	  appearance	  of	  Yα,	  although,	  slow	  repair	  and	  the	  presence	  of	  resection	  argue	  against	  NHEJ	  unlikely	  (Ray	  et	  al.,	  1991;	  Weiffenbach	  et	  al.,	  1983).	  The	  other	  issue	  is	  that	  an	  experimental	  replicate	  demonstrated	  that	  a	  small	  number	  of	  cells	  had	  already	  switched	  from	  
MATa	  to	  MATα	  before	  HO	  expression	  with	  galactose	  treatment,	  thought	  to	  be	  associated	  with	  low	  level	  de-­‐repression	  of	  GAL10-­‐HO	  in	  dextrose	  supplemented	  media	  (Haber,	  2005;	  West	  et	  al.,	  1984).	  This	  has	  been	  observed	  previously	  in	  isogenic	  strains	  (Holmes	  and	  Haber,	  1999b;	  Wang	  and	  Haber,	  2004;	  Wang	  et	  al.,	  2004b).	  Thus	  in	  this	  situation,	  although	  unlikely	  the	  appearance	  of	  Yα	  might	  be	  consistent	  with	  Rad52-­‐independent	  NHEJ.	  If	  Yα	  appearance	  and	  Ya	  reappearance	  are	  due	  to	  HR,	  they	  should	  be	  dependent	  on	  Rad52,	  which	  is	  essential	  for	  all	  forms	  of	  HR	  in	  budding	  yeast	  and	  MAT	  switching,	  known	  to	  be	  due	  to	  the	  SDSA	  form	  of	  HR.	  Thus	  to	  clarify	  this	  issue	  and	  confirm	  that	  Yα	  and	  Ya	  reappearance	  indicating	  repair	  is	  due	  to	  HR,	  RAD52	  will	  have	  to	  be	  deleted.	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Figure	  30.	  DSB	  resection	  and	  repair	  with	  MAT	  switching	  are	  present	  during	  























































































































































	  	  	  	   	  
Figure	  31.	  Limited	  premature	  MATa	  to	  MATα	  switching	  before	  pulsed	  DSB	  
induction	  in	  the	  presence	  of	  homologous	  donor	  sequences	  for	  repair.	  A	  time	  course	  of	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  cells	  with	  intact	  HMLα	  and	  HMRa	  homologous	  sequences	  to	  MAT	  was	  performed	  to	  determine	  whether	  DSB	  repair	  is	  observed	  during	  telophase	  if	  donor	  sequences	  are	  available.	  Wild-­‐type	  (CCG1842),	  
CDC14-­‐1	  (CCG9989),	  and	  CDC15-­‐2	  (CCG10287)	  cells	  were	  grown	  in	  YEPD	  followed	  by	  YEPL	  and	  incubated	  at	  25°C.	  At	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.3	  the	  wild-­‐type	  culture	  was	  split.	  All	  the	  other	  cultures	  were	  treated	  with	  α-­‐factor	  (initially	  1	  μg/ml	  followed	  by	  0.5	  μg/ml/1.5	  hours)	  until	  >90%	  of	  cells	  were	  G1	  arrested	  by	  immediate	  bright	  field	  microscopy.	  Cells	  were	  released	  in	  to	  S	  phase	  after	  five	  washes	  in	  YEPL	  at	  25°C	  with	  200	  μg/ml	  of	  pronase	  E,	  and	  diluted	  to	  OD595	  0.3.	  When	  G1-­‐released	  cells	  began	  to	  bud	  all	  cultures	  were	  incubated	  at	  37°C.	  G1-­‐released	  wild-­‐type	  cells	  were	  treated	  with	  nocodazole	  (initially	  15	  μg/ml	  followed	  by	  7.5	  μg/ml/1.5	  hours),	  while	  the	  three	  remaining	  cultures	  were	  treated	  with	  vehicle.	  At	  metaphase	  and	  telophase	  all	  cultures	  were	  treated	  with	  galactose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%.	  Three	  samples	  were	  harvested	  every	  30	  minutes,	  and	  after	  90	  minutes	  cultures	  were	  treated	  with	  dextrose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%	  and	  samples	  were	  harvested	  hourly	  from	  120	  minutes.	  Samples	  were	  taken	  for	  subsequent	  genomic	  extraction	  and	  Southern	  probing	  at	  MAT	  distal,	  re-­‐suspension	  in	  to	  70%	  ethanol	  for	  phase	  and	  florescence	  microscopy,	  or	  preparation	  for	  immediate	  bright	  field	  microscopic	  examination.	  MAT	  distal,	  Ya	  (cut	  and	  uncut),	  and	  Yα	  StyI	  digestion	  products	  are	  indicated.	  The	  proportion	  of	  mitotic	  cells	  was	  enumerated	  for	  each	  strain	  condition	  during	  DSB	  induction	  from	  at	  least	  three	  fields	  at	  optical	  magnification	  of	  x63.	  Representative	  photographs	  are	  shown	  along	  with	  summary	  graphs.	  Error	  bars	  indicate	  SEM	  from	  three	  independent	  experiments.	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3.5.2 DNA	  DSB	  repair	  and	  MAT	  switching	  during	  telophase	  are	  dependent	  on	  
Rad52	  and	  due	  to	  HR	  	  	  This	  study	  has	  found	  that	  DSB	  repair	  and	  resection	  occur	  during	  telophase	  with	  segregated	  sister	  chromatids,	  and	  was	  observed	  for	  both	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  alleles	  that	  arrest	  with	  mitotic	  Cdk1	  activity,	  mainly	  with	  Cdk1-­‐Clb2	  (Jaspersen	  et	  al.,	  1998;	  Visintin	  et	  al.,	  1998)	  (Figure	  30).	  MAT	  switching,	  detected	  by	  appearance	  of	  the	  Yα	  fragment	  occurs	  with	  HR	  using	  the	  SDSA	  pathway	  (Ira	  et	  al.,	  2006).	  Rad52	  is	  essential	  for	  all	  forms	  of	  HR	  in	  S.	  cerevisiae,	  including	  MAT	  switching	  (Malone	  and	  Esposito,	  1980;	  White	  and	  Haber,	  1990).	  To	  exclude	  the	  possibility	  that	  DSB	  repair	  observed	  by	  Yα	  appearance	  and	  Ya	  reappearance	  are	  due	  to	  NHEJ	  and	  not	  due	  to	  HR,	  RAD52	  was	  deleted	  in	  CCG1842	  wild-­‐type,	  and	  isogenic	  CDC14-­‐
1	  (CCG9989),	  and	  CDC15-­‐2	  (CCG10287)	  strains.	  Rad52	  is	  essential	  for	  all	  forms	  of	  HR	  (Malone	  and	  Esposito,	  1980).	  In	  the	  absence	  of	  Rad52	  strand	  exchange	  and	  interaction	  with	  RPA	  and	  Rad51	  is	  lost,	  with	  the	  broken	  chromosome	  ends	  being	  degraded	  (Aylon	  et	  al.,	  2003;	  New	  et	  al.,	  1998;	  Sugawara	  et	  al.,	  1995;	  Sugiyama	  et	  al.,	  1998).	  Both	  Yα	  appearance	  and	  Ya	  reappearance	  would	  occur	  in	  the	  absence	  of	  
RAD52	  if	  they	  were	  due	  to	  DSB	  repair	  by	  NHEJ,	  which	  is	  unaffected	  by	  rad52Δ	  (Kramer	  et	  al.,	  1994;	  Moore	  and	  Haber,	  1996).	  If	  MAT	  switching	  and	  repair	  are	  due	  to	  HR,	  Yα	  should	  not	  appear	  and	  Ya	  should	  not	  reappear	  in	  rad52Δ	  cells.	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To	  delete	  rad52,	  primer	  pairs	  with	  homology	  upstream	  and	  downstream	  of	  RAD52,	  and	  homology	  to	  NATMX4	  in	  pAG25,	  were	  designed	  and	  used	  for	  amplification	  by	  PCR	  of	  a	  DNA	  cassette	  for	  transformation	  into	  freshly	  prepared	  competent	  wild-­‐type	  (CCG1842)	  and	  telophase-­‐arresting	  (CCG9989	  and	  CCG10287)	  cells.	  DNA	  cassettes	  were	  cut	  out	  of	  agarose	  after	  electrophoresis	  and	  purified	  prior	  to	  transformation	  in	  to	  competent	  cells.	  Transformants	  were	  incubated	  in	  YEPD	  media	  at	  25°C	  and	  subsequently	  spread	  on	  to	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  supplemented	  with	  nourseothricin	  for	  selection,	  and	  incubated	  at	  25°C	  for	  three	  to	  five	  days.	  Transformed	  colonies	  were	  initially	  screened	  by	  resistance	  to	  nourseothricin	  with	  serial	  Petri	  plates,	  followed	  by	  colony	  PCR	  for	  site-­‐specific	  integration	  of	  NATMX4	  and	  deletion	  of	  rad52.	  	  A	  time	  course	  was	  performed	  to	  reveal	  whether	  Yα	  appearance	  and	  Ya	  reappearance	  during	  telophase	  are	  due	  to	  NHEJ,	  by	  preventing	  completion	  of	  HR	  by	  rad52Δ	  in	  the	  presence	  of	  homologous	  donor	  sequences	  to	  MAT	  (Figure	  32).	  In	  cycling,	  metaphase	  and	  telophase	  cells,	  only	  the	  Ya	  and	  MAT	  distal	  bands	  are	  present,	  indicating	  that	  HO	  is	  repressed	  and	  MATa	  is	  un-­‐cleaved,	  and	  that	  the	  cells	  are	  MATa.	  30	  minutes	  after	  treatment	  with	  galactose,	  the	  Ya	  cut	  fragment	  first	  appears	  and	  Ya	  is	  almost	  lost,	  indicating	  efficient	  synchronous	  DSB	  induction.	  Wild-­‐type	  cells	  arrested	  during	  metaphase	  after	  treatment	  with	  nocodazole	  had	  a	  slightly	  less	  efficient	  DSB,	  as	  previously	  demonstrated	  in	  this	  study	  (Figure	  27).	  Rapid	  disappearance	  of	  the	  Ya	  cut	  fragment	  is	  observed	  in	  cycling	  cells	  after	  one	  hour,	  accompanied	  by	  rapid	  reduction	  in	  the	  intensity	  of	  MAT	  distal	  after	  3	  hours.	  This	  indicates	  that	  resection	  of	  the	  Ya	  cut	  fragment	  has	  occurred	  and	  progressed	  to	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MAT	  distal	  given	  that	  Rad52	  is	  not	  present.	  Thus	  resection	  will	  continue	  because	  RPA	  cannot	  be	  displaced	  and	  a	  nucleofilament	  with	  Rad51	  cannot	  be	  formed	  for	  donor	  sequence	  nucleotide	  sampling	  by	  strand	  invasion.	  No	  Yα	  appearance	  or	  Ya	  reappearance	  occurred,	  confirming	  that	  these	  are	  indeed	  Rad52-­‐dependent	  and	  thus	  due	  to	  HR	  and	  not	  due	  to	  NHEJ.	  	  In	  metaphase	  and	  telophase-­‐arrested	  cells,	  Ya	  cut	  fragment	  and	  MAT	  distal	  disappearance,	  indicating	  resection,	  as	  expected	  but	  slower	  compared	  to	  cycling	  cells	  (Ira	  et	  al.,	  2004;	  Zhang	  et	  al.,	  2009).	  Yα	  appearance	  and	  Ya	  reappearance	  were	  both	  absent	  for	  all	  cell	  division	  cycle	  conditions,	  confirming	  that	  they	  are	  Rad52-­‐dependent	  and	  thus	  due	  to	  HR	  and	  not	  NHEJ.	  MAT	  switching	  during	  telophase	  is	  due	  to	  HR.	  Thus,	  HR	  is	  active	  during	  telophase	  after	  a	  DSB	  when	  sister	  chromatids	  are	  separated	  in	  the	  presence	  of	  high	  Cdk1	  activity.	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Figure	  32.	  Please	  see	  the	  following	  legend.	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Figure	  32.	  DSB	  repair	  and	  MAT	  switching	  are	  abolished	  during	  telophase	  in	  the	  
presence	  of	  homologous	  donor	  sequences	  for	  repair	  without	  Rad52.	  	  	  A	  time	  course	  of	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  cells	  with	  intact	  HMLα	  and	  HMRa	  homologous	  sequences	  to	  MAT	  was	  performed	  to	  determine	  whether	  DSB	  repair	  is	  observed	  during	  telophase	  with	  pulsed	  HO	  induction	  if	  donor	  sequences	  are	  available.	  Wild-­‐type	  rad52Δ	  (CCG10770),	  and	  isogenic	  CDC14-­‐1	  (CCG10761)	  and	  




3.5.3 Viability	  after	  repair	  of	  a	  DSB	  is	  Rad52-­‐dependent	  	  This	  study	  has	  shown	  that	  DSB	  repair	  during	  telophase	  occurs	  with	  HR	  in	  a	  Rad52-­‐dependent	  manner,	  when	  sister	  chromatids	  are	  separated	  in	  the	  presence	  of	  mitotic	  Cdk1	  activity.	  It	  is	  unknown	  what	  the	  consequence	  on	  cell	  viability	  might	  be	  of	  HR	  being	  active	  during	  telophase,	  at	  a	  time	  when	  the	  sister	  chromatid	  is	  unavailable	  to	  act	  as	  a	  repair	  template.	  One	  might	  expect	  that	  viability	  would	  be	  similar	  to	  metaphase	  cells,	  when	  HR	  is	  active	  in	  the	  presence	  of	  an	  available	  sister	  chromatid	  and	  mitotic	  Cdk1	  activity.	  To	  determine	  viability	  after	  DSB	  repair	  during	  telophase,	  cells	  of	  RAD52	  and	  rad52Δ	  constructs	  used	  for	  DSB	  experiments	  were	  harvested	  on	  to	  YEPD	  agar	  Petri	  plates.	  	  	  Telophase-­‐released	  RAD52	  cells	  have	  fewer	  surviving	  colonies	  after	  three	  days	  of	  incubation	  at	  25	  °C	  compared	  to	  metaphase-­‐released	  and	  cycling	  cells	  (Figure	  33).	  This	  is	  likely	  to	  be	  a	  reflection	  of	  terminal	  CDC14-­‐1	  or	  CDC15-­‐2	  telophase	  arrest	  in	  these	  cells	  (Figure	  14)	  that	  would	  not	  be	  expected	  for	  wild-­‐type	  cycling	  cells	  and	  those	  released	  from	  metaphase	  without	  further	  nocodazole	  treatment.	  Some	  loss	  of	  viability	  might	  be	  expected	  for	  nocodazole-­‐treated	  cells	  compared	  to	  cycling	  cells	  (Endo	  et	  al.,	  2010).	  	  In	  rad52Δ	  cells	  viability	  compared	  to	  RAD52	  cells	  is	  dramatically	  reduced	  during	  all	  cell	  division	  cycle	  stages.	  This	  indicates	  that	  loss	  of	  HR	  reduces	  viability	  (Weiffenbach	  and	  Haber,	  1981;	  White	  and	  Haber,	  1990).	  No	  colonies	  are	  observed	  from	  cells	  released	  from	  mitotic-­‐arrest,	  and	  only	  a	  few	  are	  observed	  from	  cycling	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cells.	  Taken	  together,	  HR	  is	  active	  during	  telophase	  and	  thus	  the	  loss	  of	  viability	  during	  other	  cell	  division	  cycle	  phases	  is	  also	  apparent	  during	  telophase	  in	  rad52Δ	  cells.	  It	  is	  unclear	  if	  the	  observed	  reduced	  viability	  during	  telophase	  is	  associated	  with	  DSB	  repair	  with	  the	  HR	  pathway	  at	  a	  time	  when	  sister	  chromatids	  are	  segregated.	  	  
	  
	  	   	  
Figure	  33.	  Reduced	  colony	  production	  after	  release	  from	  a	  mitotic	  cell	  division	  



































3.6 Summary	  	  The	  overall	  research	  question	  was,	  in	  addition	  to	  Cdk1	  activity	  is	  the	  presence	  of	  an	  intact	  sister	  chromatid	  a	  requirement	  to	  initiate	  DSB	  repair	  with	  the	  HR	  pathway.	  An	  experimental	  system	  was	  generated	  and	  tested	  in	  which	  temperature-­‐sensitive	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  alleles	  were	  used	  to	  arrest	  cells	  during	  telophase	  when	  sister	  chromatids	  are	  segregated	  in	  the	  presence	  of	  mitotic	  (Cdk1-­‐Clb2)	  Cdk1	  activity.	  DSB	  repair	  by	  NHEJ	  was	  not	  detected	  in	  an	  assay	  where	  completion	  of	  repair	  was	  not	  possible	  because	  of	  an	  absence	  of	  homologous	  donor	  sequences.	  However,	  this	  study	  has	  found	  that	  DNA	  resection	  is	  observed	  with	  Southern	  blotting	  during	  telophase	  to	  a	  similar	  extent	  to	  nocodazole-­‐treated	  wild-­‐type	  cells	  arrested	  during	  metaphase,	  with	  mitotic	  Cdk1	  activity.	  As	  resection	  is	  Cdk1-­‐dependent	  and	  required	  for	  DSB	  repair	  by	  HR	  the	  presence	  of	  a	  sister	  chromatid	  is	  not	  a	  requirement	  for	  the	  initiation	  of	  HR	  as	  extensive	  resection	  is	  observed.	  Furthermore,	  the	  presence	  of	  homologous	  donor	  sequences	  does	  not	  alter	  the	  observation	  that	  DNA	  resection	  occurs	  during	  telophase	  after	  a	  DSB,	  to	  a	  similar	  degree	  to	  that	  observed	  during	  metaphase.	  This	  study	  has	  revealed	  that	  DSB	  repair	  is	  observed	  using	  an	  assay	  for	  HR	  that	  permits	  completion	  of	  DNA	  repair	  and	  that	  can	  also	  detect	  MAT	  switching,	  a	  process	  that	  requires	  HR.	  DSB	  repair,	  MAT	  switching,	  and	  resection	  occur	  during	  telophase	  with	  separated	  sister	  chromatids.	  The	  DNA	  repair	  and	  MAT	  switching	  are	  completely	  abolished	  by	  rad52Δ,	  confirming	  that	  HR	  is	  active	  during	  telophase	  and	  responsible	  for	  both	  the	  observed	  DSB	  repair	  and	  MAT	  switching.	  Taken	  together,	  these	  data	  have	  addressed	  the	  research	  question	  posed	  at	  the	  outset	  of	  the	  study:	  the	  presence	  of	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4.1.1 Objective	  	  
• To	  physically	  monitor	  DNA	  resection	  and	  repair	  kinetics	  by	  Southern	  after	  a	  DSB	  during	  metaphase	  induced	  by	  Cdc20	  depletion.	  
• To	  determine	  the	  effect	  of	  microtubule	  polymerisation	  inhibition	  and	  spindle	  assembly	  checkpoint	  activation	  on	  DNA	  DSB	  repair	  kinetics	  during	  metaphase	  induced	  by	  cdc20	  depletion.	  	  
4.1.2 Approach	  	  DNA	  resection	  and	  repair	  of	  a	  DSB	  during	  metaphase	  is	  dependent	  on	  Cdk1	  directing	  HR	  pathway	  use.	  Most	  studies	  of	  metaphase-­‐arrested	  cells	  tend	  to	  use	  nocodazole	  treatment,	  which	  interferes	  with	  spindle	  pole	  poles,	  microtubule	  polymerisation	  and	  proper	  kinetochore–microtubule	  attachments,	  which	  activates	  the	  spindle	  (assembly)	  checkpoint,	  resulting	  in	  Cdc20	  depletion	  and	  a	  pause	  in	  the	  cell	  division	  cycle	  (Alexandru	  et	  al.,	  1999;	  Jacobs	  et	  al.,	  1988).	  The	  sister	  chromatids	  remain	  physically	  associated	  and	  cohesin	  remains	  un-­‐cleaved,	  but	  the	  chromatids	  are	  not	  aligned	  correctly	  along	  the	  metaphase	  plate.	  As	  far	  as	  we	  are	  aware,	  there	  have	  been	  no	  studies	  that	  have	  physically	  monitored	  DSB	  repair	  during	  metaphase	  induced	  by	  Cdc20	  depletion.	  Cdc20	  is	  an	  essential	  protein	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component	  of	  the	  mitotic	  checkpoint	  complex	  that	  is	  a	  Cdk1	  target.	  It	  combines	  with	  APC,	  to	  form	  APCCdc20,	  driving	  progression	  from	  metaphase	  to	  anaphase	  after	  chromosomes	  are	  aligned	  along	  the	  mitotic	  spindle.	  APCCdc20	  destroys	  Pds1	  (securin)	  by	  ubiquitination,	  which	  is	  phosphorylated	  by	  Cdk1	  (Lim	  et	  al.,	  1998).	  This	  results	  in	  loss	  of	  inhibition	  of	  the	  cysteine	  protease	  Esp1	  (separase	  or	  separin)	  that	  it	  is	  complexed	  with,	  which	  cleaves	  the	  cohesin	  ring	  subunit	  Scc1	  (Rad21).	  This	  permits	  anaphase	  onset	  with	  separation	  of	  sister	  chromatids.	  The	  APCCdc20	  complex	  also	  targets	  S	  phase	  B-­‐type	  cyclins	  (Clb3	  and	  Clb5)	  for	  destruction.	  Esp1	  initiates	  activation	  of	  Cdc14	  by	  down-­‐regulation	  of	  the	  PP2ACdc55	  phosphatase,	  which	  removes	  Net1	  inhibition	  and	  permits	  nucleolar	  release	  of	  Cdc14.	  Further	  reduction	  in	  Cdk1	  activity	  is	  achieved	  by	  Cdc14-­‐mediated	  dephosphorylation	  of	  Cdk1	  targets,	  essential	  for	  cytokinesis	  and	  exit	  from	  mitosis.	  Thus	  conditional	  cdc20	  repression	  arrests	  cells	  during	  metaphase	  with	  attached	  sister	  chromatids	  in	  the	  presence	  of	  high	  mitotic	  Cdk1	  activity,	  as	  Cdk1	  remains	  complexed	  with	  B-­‐type	  cyclins	  and	  Cdc14	  is	  inactive.	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4.2 Delayed	  DSB	  repair	  and	  MAT	  switching	  with	  inhibition	  of	  
microtubule	  polymerisation	  and	  spindle	  assembly	  checkpoint	  (SAC)	  
activation	  during	  metaphase	  induced	  by	  Cdc20	  depletion	  	  Physical	  monitoring	  of	  DSB	  repair	  in	  cdc20	  metaphase	  with	  Southern	  blotting	  was	  combined	  with	  the	  MAT	  switching	  assay	  in	  a	  time	  course,	  as	  described	  in	  the	  previous	  chapter	  (Figure	  22).	  To	  determine	  the	  effect	  of	  inhibition	  of	  microtubule	  polymerisation	  and	  spindle	  checkpoint	  activation,	  cdc20	  metaphase	  cells	  were	  treated	  with	  nocodazole	  at	  a	  dose	  insufficient	  to	  induce	  cell	  division	  cycle	  arrest.	  Nocodazole-­‐arrested	  metaphase	  and	  cycling	  wild-­‐type	  CDC20	  cells	  were	  also	  analysed	  for	  comparison.	  Interference	  with	  microtubule	  function	  and	  SAC	  activation	  after	  a	  DSB	  is	  known	  to	  delay	  mitotic	  progression	  and	  is	  Mad2	  dependent	  (Dotiwala	  et	  al.,	  2010;	  Jacobs	  et	  al.,	  1988).	  Thus	  the	  prediction	  would	  be	  that	  cdc20	  cells	  treated	  with	  nocodazole	  might	  have	  delayed	  DSB	  repair	  compared	  to	  untreated	  cdc20	  cells.	  	  During	  metaphase	  arrest	  in	  cdc20	  cells	  (CCG10002)	  89.0%	  (SD	  5.0)	  are	  observed	  to	  be	  bilobed,	  of	  which	  93.7%	  (SD	  6.6)	  have	  a	  single	  DAPI	  body	  (Figure	  34).	  Microscopy	  of	  wild-­‐type	  cells	  (CCG1842)	  treated	  with	  nocodazole	  shows	  that	  83.5%	  (SD	  5.9)	  are	  bilobed,	  with	  a	  single	  DAPI	  body	  observed	  in	  87.1%	  (SD	  5.4).	  This	  indicates	  that	  sister	  chromatids	  are	  unsegregated	  for	  both	  metaphase	  conditions.	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Prior	  to	  HO	  expression	  with	  galactose,	  no	  Ya	  cut	  fragment	  is	  visible,	  only	  Ya	  and	  MAT	  distal	  bands	  are	  visible	  for	  all	  conditions	  (Figure	  34).	  30	  minutes	  after	  the	  addition	  of	  galactose	  to	  the	  raffinose	  synthetic	  complete	  media	  lacking	  methionine,	  Ya	  cut	  fragment	  appears	  and	  Ya	  is	  barely	  visible,	  indicating	  good	  synchronous	  DSB	  induction.	  For	  cells	  arrested	  at	  metaphase	  with	  nocodazole,	  peak	  DSB	  is	  visible	  at	  60	  minutes,	  and	  between	  30	  and	  60	  minutes	  for	  the	  other	  conditions.	  Slightly	  less	  efficient	  and	  delayed	  DSB	  induction	  in	  YEPR	  media	  in	  the	  presence	  of	  nocodazole	  is	  expected	  compared	  to	  cycling	  cells	  (Gravel	  et	  al.,	  2008).	  	  Ya	  cut	  fragment	  is	  first	  visible	  30	  minutes	  after	  the	  addition	  of	  galactose	  in	  cdc20	  arrested	  metaphase	  cells	  with	  or	  without	  treatment	  with	  nocodazole.	  Signal	  is	  strongly	  visible	  until	  after	  7	  hours	  in	  the	  untreated	  cells	  and	  reduces	  more	  slowly	  in	  the	  treated	  cells	  to	  12	  hours.	  This	  indicates	  that	  resection	  distal	  to	  the	  cut	  site	  is	  occurring.	  For	  the	  untreated	  cells,	  Ya	  reappearance	  becomes	  visible	  at	  3	  hours,	  coinciding	  with	  the	  appearance	  of	  Yα.	  Although	  signal	  intensity	  of	  Ya	  accumulates	  with	  time,	  Yα	  signal	  is	  strong	  and	  increases	  less	  with	  time.	  This	  indicates	  that	  MAT	  switching	  with	  HR	  is	  active	  and	  repair	  with	  HMLα	  is	  more	  rapid	  compared	  to	  
HMRa.	  For	  the	  nocodazole-­‐treated	  cells,	  Ya	  reappearance	  and	  Yα	  appearance	  also	  occurs	  at	  3	  hours	  but	  both	  gradually	  increase	  with	  time	  with	  Ya	  intensity	  that	  is	  greater	  then	  Yα.	  This	  indicates	  that	  in	  contrast	  to	  untreated	  cells,	  HMRa	  is	  being	  used	  more	  than	  HMLα,	  with	  gradual	  increase	  in	  signal	  intensity	  indicating	  that	  repair	  is	  progressing	  more	  slowly.	  MAT	  distal	  intensity	  reduces	  but	  less	  so	  in	  untreated	  cells	  compared	  to	  treated	  cells,	  consistent	  with	  some	  resection	  but	  as	  HR	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is	  occurring	  with	  completion	  of	  MAT	  switching	  more	  rapidly	  in	  untreated	  cells,	  little	  resection	  at	  MAT	  distal	  beyond	  2.2	  kb	  is	  expected.	  	  In	  cycling	  and	  nocodazole-­‐arrested	  metaphase	  cells,	  Ya	  cut	  fragment	  appears	  at	  30	  minutes,	  and	  intensity	  rapidly	  diminishes	  5	  hours	  after	  the	  addition	  of	  galactose	  to	  the	  raffinose	  synthetic	  complete	  media	  lacking	  methionine.	  This	  indicates	  that	  resection	  is	  occurring.	  Ya	  cut	  fragment	  disappearance	  is	  slightly	  more	  rapid	  than	  expected.	  One	  reason	  might	  be	  the	  relatively	  less	  efficient	  DSB	  induction	  in	  this	  condition.	  Ya	  reappearance	  occurred	  at	  three	  hours,	  similar	  to	  Yα	  appearance,	  indicating	  HR	  and	  MAT	  switching	  are	  both	  occurring	  as	  expected.	  	  Thus,	  in	  cdc20	  cells	  arrested	  during	  metaphase,	  rapid	  repair	  and	  bias	  towards	  Yα	  repair	  is	  observed.	  This	  is	  lost	  with	  nocodazole	  treatment,	  which	  inhibits	  microtubule	  polymerisation	  and	  activates	  the	  spindle	  checkpoint.	  Nocodazole	  treatment	  is	  associated	  with	  reduced	  separation	  and	  movement	  of	  broken	  DNA	  DSB	  ends	  which	  might	  delay	  gene	  conversion	  (Lobachev	  et	  al.,	  2004).	  To	  investigate	  this	  further	  a	  mad2Δ	  isogenic	  strain	  (CCG10568)	  was	  constructed,	  which	  will	  not	  be	  able	  to	  activate	  the	  spindle	  assembly	  checkpoint	  with	  nocodazole	  treatment	  and	  shorten	  the	  SAC	  checkpoint	  arrest	  (Dotiwala	  et	  al.,	  2010).	  If	  the	  kinetics	  remains	  impaired,	  then	  the	  SAC	  is	  not	  the	  reason	  for	  the	  observed	  delay,	  in	  which	  case	  to	  investigate	  microtubule	  function,	  dynein	  motor	  protein	  deletion	  in	  a	  
cdc20	  isogenic	  strain	  can	  be	  undertaken.	  However,	  if	  they	  are	  similar	  to	  cdc20	  cells	  without	  nocodazole	  treatment,	  then	  SAC	  activation	  through	  Mad2	  is	  responsible	  for	  this	  observation.	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Figure	  34.	  DSB	  repair	  and	  MAT	  switching	  in	  cdc20-­‐depleted	  metaphase	  are	  
more	  rapid	  without	  inhibition	  of	  microtubules	  and	  spindle	  assembly	  
checkpoint	  activation.	  A	  time	  course	  of	  PMETCDC20	  cells	  with	  intact	  HMLα	  and	  HMRa	  homologous	  sequences	  to	  MAT	  was	  performed	  to	  determine	  whether	  the	  microtubule	  polymerisation	  and	  spindle	  assembly	  checkpoint	  activation	  affect	  DSB	  repair	  in	  metaphase	  arrest	  with	  direct	  Cdc20	  depletion.	  Wild-­‐type	  (CCG1842)	  and	  isogenic	  
PMETCDC20	  (CCG10002)	  cells	  were	  grown	  in	  SCD	  followed	  by	  SCR,	  both	  lacking	  methionine,	  and	  incubated	  at	  30°C.	  At	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.3	  the	  wild-­‐type	  cells	  were	  split	  and	  treated	  with	  nocodazole	  (initially	  15	  μg/ml	  followed	  by	  7.5	  μg/ml/1.5	  hours)	  while	  the	  other	  cultures	  were	  treated	  with	  vehicle.	  The	  
PMETCDC20	  culture	  was	  treated	  with	  10	  mM	  methionine,	  and	  the	  others	  with	  vehicle.	  At	  metaphase	  the	  PMETCDC20	  culture	  was	  split	  in	  to	  three,	  with	  one	  culture	  treated	  with	  7.5	  mg	  nocodazole,	  the	  other	  incubated	  at	  37°C,	  and	  all	  other	  cultures	  were	  treated	  with	  vehicle.	  All	  cultures	  were	  treated	  with	  galactose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%.	  Three	  samples	  were	  harvested	  every	  30	  minutes,	  and	  after	  90	  minutes	  cultures	  were	  treated	  with	  dextrose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%	  and	  samples	  were	  harvested	  hourly	  from	  120	  minutes.	  Samples	  were	  taken	  for	  subsequent	  genomic	  extraction	  and	  Southern	  probing	  at	  MAT	  distal,	  re-­‐suspension	  in	  to	  70%	  ethanol	  for	  phase	  and	  florescence	  microscopy,	  or	  preparation	  for	  immediate	  bright	  field	  microscopic	  examination.	  MAT	  distal,	  Ya	  (cut	  and	  uncut),	  and	  Yα	  StyI	  digestion	  products	  are	  indicated.	  The	  proportion	  of	  mitotic	  cells	  was	  enumerated	  for	  each	  strain	  condition	  during	  DSB	  induction	  from	  at	  least	  three	  fields	  at	  optical	  magnification	  of	  x63.	  Representative	  photographs	  are	  shown	  along	  with	  summary	  graphs.	  Error	  bars	  indicate	  SEM	  from	  three	  independent	  experiments.	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4.3 Temperature-­‐dependent	  DSB	  induction	  in	  CCG1842	  GAL10-­‐HO	  hoΔ	  
cells	  incubated	  with	  raffinose	  	  Given	  that	  this	  study	  has	  found	  cdc20	  metaphase	  cells	  displayed	  altered	  MAT	  switching	  kinetics	  compared	  to	  nocodazole-­‐arrested	  metaphase	  cells	  (Figure	  34),	  it	  would	  be	  interesting	  to	  directly	  compare	  cdc20	  metaphase-­‐arrested	  cells	  with	  isogenic	  telophase-­‐arrested	  cells.	  Media	  lacking	  methionine	  is	  required	  for	  repression	  of	  PMETCDC20.	  These	  constructs	  grew	  very	  poorly	  in	  synthetic	  complete	  media	  lacking	  methionine	  with	  lactate	  as	  a	  carbon	  source	  (data	  not	  shown)	  as	  might	  be	  expected	  (Haber,	  2005),	  thus	  raffinose	  which	  can	  be	  used	  more	  efficiently	  was	  necessary	  for	  cell	  division	  cycle	  experiments	  assessing	  DSB	  repair.	  The	  restrictive	  temperature	  for	  experiments	  of	  the	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  telophase	  alleles	  is	  37°C.	  Thus	  synthetic	  complete	  media	  with	  raffinose	  as	  a	  carbon	  source	  must	  be	  used,	  with	  DSB	  induction	  at	  37°C	  after	  accumulation	  of	  telophase-­‐arrested	  cells.	  This	  study	  has	  already	  found	  that	  temperature	  elevation	  to	  37°C	  delays	  DSB	  induction	  in	  YEPL	  media	  (Figure	  27).	  To	  assess	  the	  efficacy	  of	  DSB	  induction	  in	  SC	  media	  lacking	  methionine	  with	  raffinose	  a	  sample	  of	  cdc20	  metaphase	  cells	  was	  taken	  from	  the	  time	  course	  described	  in	  Figure	  34	  and	  the	  temperature	  was	  elevated	  to	  37°C	  just	  prior	  to	  DSB	  induction	  (Figure	  35).	  Before	  the	  addition	  of	  galactose,	  only	  Ya	  and	  MAT	  distal	  are	  present,	  indicating	  premature	  DSB	  induction	  has	  not	  occurred.	  30	  minutes	  after	  treatment	  with	  galactose,	  a	  faint	  Ya	  cut	  fragment	  appears,	  with	  peak	  intensity	  at	  60	  minutes.	  Ya	  intensity	  falls	  but	  is	  still	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clearly	  visible.	  This	  indicates	  that	  DSB	  formation	  is	  delayed	  and	  less	  efficient	  compared	  to	  the	  same	  cells	  incubated	  at	  30°C	  at	  the	  time	  of	  galactose	  treatment.	  	  	  However,	  the	  appearance	  of	  Yα	  does	  occur	  at	  three	  hours,	  indicating	  that	  MAT	  switching	  is	  visible,	  but	  reappearance	  of	  Ya	  cannot	  be	  assessed	  given	  the	  inefficient	  DSB.	  Ya	  cut	  intensity	  is	  barely	  visible	  after	  3	  hours,	  and	  MAT	  distal	  intensity	  gradually	  falls,	  both	  in	  keeping	  with	  resection.	  The	  impression	  of	  slightly	  more	  resection	  at	  MAT	  distal	  might	  reflect	  the	  actin	  loading	  control,	  which	  also	  reduces	  with	  time.	  Overall,	  partial	  DSB	  induction	  occurs	  at	  37°C	  in	  the	  presence	  of	  raffinose,	  where	  MAT	  switching	  and	  resection	  can	  be	  assessed	  in	  the	  proportion	  of	  cells	  with	  a	  DSB,	  but	  Ya	  repair	  cannot.	  This	  is	  consistent	  with	  Southerns	  displayed	  in	  other	  studies	  where	  incubation	  at	  37°C	  is	  associated	  with	  reduced	  efficiency	  and	  delayed	  DSB	  induction	  relative	  to	  25°C	  and	  30°C	  (Holmes	  and	  Haber,	  1999b;	  Wang	  et	  al.,	  2004b).	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Figure	  35.	  DSB	  induction	  in	  
cdc20-­‐arrested	  metaphase	  cells	  
is	  compromised	  in	  SCR	  at	  37°C.	  A	  time	  course	  of	  PMETCDC20	  cells	  (CCG10002)	  with	  intact	  HMLα	  and	  HMRa	  homologous	  sequences	  to	  MAT	  was	  performed	  to	  asses	  DSB	  induction	  efficiency	  in	  the	  presence	  of	  raffinose	  at	  37°C.	  The	  experimental	  details,	  DSB	  induction	  and	  repair	  at	  30°C,	  and	  cytology	  are	  described	  and	  displayed	  in	  Figure	  34.	  Briefly,	  
cdc20	  cells	  were	  incubated	  in	  YEPR	  at	  30°C	  and	  arrested	  at	  metaphase,	  then	  and	  shifted	  to	  37°C	  prior	  to	  treatment	  with	  galactose	  to	  induce	  a	  DSB.	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To	  determine	  DSB	  efficiency	  in	  telophase–arrested	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  cells	  incubated	  in	  YEPR	  a	  time	  course	  was	  conducted.	  Pre-­‐synchronisation	  in	  G1	  with	  α-­‐factor	  before	  release	  in	  to	  S	  phase	  at	  37°C	  would	  limit	  the	  time	  cells	  are	  incubated	  at	  the	  elevated	  restrictive	  temperature.	  Other	  than	  change	  of	  carbon	  source,	  all	  other	  experimental	  conditions	  were	  the	  same	  as	  previous	  time	  courses	  in	  YEPL	  where	  HO	  was	  continually	  expressed	  (Figure	  28).	  Before	  and	  after	  treatment	  with	  galactose	  only	  Ya	  and	  MAT	  distal	  are	  visible.	  This	  indicates	  that	  very	  little	  or	  no	  DSB	  induction	  occurs	  after	  temperature	  elevation	  of	  2.5	  hours.	  This	  remained	  the	  case	  despite	  modifications	  of	  the	  protocols:	  using	  different	  galactose	  and	  raffinose	  manufacturers	  (Sigma	  and	  ForMedium),	  increased	  final	  galactose	  concentration	  from	  2%	  to	  3%,	  and	  re-­‐suspending	  telophase-­‐arrested	  cells	  incubated	  in	  to	  YEPG	  without	  raffinose	  after	  YEPR	  incubation.	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Figure	  36.	  Please	  see	  the	  following	  legend.	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Figure	  36.	  DSB	  induction	  in	  YEPR	  is	  severely	  compromised	  at	  37°C.	  Given	  that	  DSB	  induction	  is	  compromised	  in	  SCR	  with	  temperature	  elevation	  to	  37°C	  just	  prior	  to	  treatment	  with	  galactose,	  a	  time	  course	  was	  performed	  to	  determine	  DSB	  induction	  in	  telophase	  arrested	  cells	  with	  continuous	  HO	  induction.	  	  Wild-­‐type	  (CCG1842),	  CDC14-­‐1	  (CCG9989),	  and	  CDC15-­‐2	  (CCG10287)	  cells	  were	  grown	  in	  YEPD	  followed	  by	  YEPR	  and	  incubated	  at	  25°C.	  At	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.3	  the	  wild-­‐type	  culture	  was	  split.	  All	  the	  other	  cultures	  were	  treated	  with	  α-­‐factor	  (initially	  1	  μg/ml	  followed	  by	  0.5	  μg/ml/1.5	  hours)	  until	  >90%	  of	  cells	  were	  G1	  arrested	  by	  immediate	  bright	  field	  microscopy.	  Cells	  were	  released	  in	  to	  S	  phase	  after	  five	  washes	  in	  YEPL	  with	  200	  μg/ml	  of	  pronase	  E,	  and	  diluted	  to	  OD595	  0.3.	  When	  G1-­‐released	  cells	  began	  to	  bud	  all	  cultures	  were	  incubated	  at	  37°C.	  G1-­‐released	  wild-­‐type	  cells	  were	  treated	  with	  nocodazole	  (initially	  15	  μg/ml	  followed	  by	  7.5	  μg/ml/1.5	  hours),	  while	  the	  two	  remaining	  cultures	  were	  treated	  with	  vehicle.	  At	  metaphase	  and	  telophase	  all	  cultures	  were	  treated	  with	  galactose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%.	  Three	  samples	  were	  harvested	  every	  30	  minutes,	  and	  after	  90	  minutes	  cultures	  were	  treated	  with	  dextrose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%	  and	  samples	  were	  harvested	  hourly	  from	  120	  minutes.	  Samples	  were	  taken	  for	  subsequent	  genomic	  extraction	  and	  Southern	  probing	  at	  MAT	  distal,	  re-­‐suspension	  in	  to	  70%	  ethanol	  for	  phase	  and	  florescence	  microscopy,	  or	  preparation	  for	  immediate	  bright	  field	  microscopic	  examination.	  MAT	  distal,	  Ya	  (cut	  and	  uncut),	  and	  Yα	  StyI	  digestion	  products	  are	  indicated.	  The	  proportion	  of	  mitotic	  cells	  was	  enumerated	  for	  each	  strain	  condition	  during	  DSB	  induction	  from	  at	  least	  three	  fields	  at	  optical	  magnification	  of	  x63.	  Representative	  photographs	  are	  shown	  along	  with	  summary	  graphs.	  Error	  bars	  indicate	  SEM	  from	  three	  independent	  experiments.	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Figure	  37.	  Severely	  compromised	  DSB	  induction	  in	  YEPR	  but	  not	  YEPL	  at	  37°C.	  A	  time	  course	  of	  cycling	  wild-­‐type	  (CCG1842)	  cells	  with	  intact	  HMLα	  and	  HMRa	  homologous	  sequences	  to	  MAT	  was	  performed	  to	  determine	  conditional	  DSB	  efficiency	  at	  37°C	  in	  raffinose	  compared	  to	  lactate.	  Cells	  were	  grown	  in	  YEPD	  and	  split	  after	  which	  they	  were	  grown	  in	  either	  YEPR	  or	  YEPL,	  and	  incubated	  at	  30°C.	  At	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.5	  the	  cultures	  were	  incubated	  at	  37°C	  for	  30	  minutes	  before	  treatment	  with	  galactose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%.	  Three	  samples	  were	  harvested	  every	  30	  minutes,	  and	  after	  90	  minutes	  cultures	  were	  treated	  with	  dextrose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%	  and	  samples	  were	  harvested	  hourly	  from	  120	  minutes	  for	  subsequent	  genomic	  extraction	  and	  Southern	  probing	  at	  MAT	  distal,	  or	  immediate	  bright	  field	  microscopic	  examination.	  MAT	  distal,	  Ya	  (cut	  and	  uncut),	  and	  Yα	  StyI	  digestion	  products	  are	  indicated.	  The	  experiment	  was	  repeated	  twice.	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Given	  that	  DSB	  induction	  in	  CCG1842	  wild-­‐type	  cells	  was	  not	  possible	  in	  raffinose	  after	  2	  hours	  incubation,	  DSB	  at	  the	  semi-­‐permissive	  temperatures	  of	  33°C	  and	  35°C	  was	  assessed	  (Figure	  38).	  Wild-­‐type	  CCG1842	  cells	  were	  grown	  in	  YEPR	  culture	  at	  30°C	  before	  the	  cultures	  were	  split	  with	  half	  grown	  at	  33°C	  and	  half	  at	  35°C	  for	  1.5	  hours.	  Ya	  and	  MAT	  distal	  are	  present	  before	  the	  addition	  of	  galactose	  at	  both	  temperatures.	  30	  minutes	  after	  the	  addition	  of	  galactose	  a	  faint	  Ya	  cut	  band	  briefly	  appears	  before	  disappearing	  at	  2	  hours.	  This	  indicates	  very	  limited	  DSB	  induction,	  and	  Ya	  intensity	  does	  not	  fall.	  MAT	  switching	  was	  not	  visible	  given	  the	  very	  low	  DSB	  induction.	  The	  faint	  constant	  Yα	  is	  indicative	  of	  a	  small	  number	  of	  cells	  that	  had	  switched	  from	  MATa	  to	  MATα	  before	  the	  addition	  of	  galactose	  to	  express	  HO.	  For	  cells	  that	  were	  incubated	  at	  35°C,	  no	  such	  Ya	  cut	  fragment	  is	  seen,	  indicting	  no	  detectable	  DSB	  induction.	  	  	  To	  determine	  if	  a	  robust	  terminal	  growth	  arrest	  phenotype	  is	  present	  at	  semi-­‐permissive	  temperatures	  below	  35°C,	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  constructs	  in	  strains	  with	  and	  without	  HMLa	  and	  HMRα	  DNA	  sequence	  donors	  were	  screened	  semi-­‐quantitatively	  on	  YEPR	  Petri	  plates	  and	  incubated	  at	  a	  range	  of	  temperatures	  from	  permissive	  (25°C)	  to	  restrictive	  (37°C)	  (Figure	  39).	  No	  growth	  is	  observed	  at	  37°C,	  with	  preserved	  growth	  at	  25°C	  for	  all	  telophase	  temperature-­‐sensitive	  alleles.	  This	  indicates	  that	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  exhibit	  the	  expected	  terminal	  growth	  inhibition	  phenotype	  on	  raffinose-­‐containing	  solid	  media.	  A	  reducing	  gradient	  of	  growth	  is	  observed	  at	  30°C	  and	  34°C	  indicating	  that	  these	  alleles	  are	  not	  suitable	  for	  telophase	  arrest	  experiments	  at	  semi-­‐permissive	  temperatures	  required	  to	  improve	  DSB	  induction	  (Figure	  38).	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Figure	  38.	  Severely	  compromised	  DSB	  induction	  in	  YEPR	  at	  33°C	  or	  35°C.	  A	  time	  course	  of	  cycling	  wild-­‐type	  (CCG1842)	  cells	  with	  intact	  HMLα	  and	  HMRa	  homologous	  sequences	  to	  MAT	  was	  performed	  to	  determine	  conditional	  DSB	  efficiency	  at	  the	  semi-­‐permissive	  temperatures	  of	  33°C	  and	  35°C.	  Cells	  were	  grown	  in	  YEPD	  followed	  by	  YEPR	  and	  incubated	  at	  30°C.	  At	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.4	  the	  culture	  was	  split,	  with	  one	  culture	  incubated	  at	  33°C	  and	  the	  other	  at	  35°C	  for	  90	  minutes	  treated	  with	  galactose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%.	  Samples	  were	  harvested	  every	  30	  minutes	  initially,	  and	  hourly	  after	  three	  samples	  for	  subsequent	  genomic	  extraction	  and	  Southern	  probing	  at	  MAT	  distal,	  or	  immediate	  bright	  field	  microscopic	  examination.	  MAT	  distal,	  Ya	  (cut	  and	  uncut),	  and	  Yα	  StyI	  digestion	  products	  are	  indicated.	  The	  experiment	  was	  repeated	  twice.	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5.1 Summary	  of	  results	  	  The	  aim	  of	  this	  study	  was	  to	  generate	  an	  experimental	  system	  in	  which	  the	  availability	  of	  the	  sister	  chromatid	  is	  uncoupled	  from	  mitotic	  Cdk1	  activity	  for	  repair	  of	  a	  DNA	  DSB.	  There	  is	  co-­‐relation	  between	  Cdk1	  activity,	  which	  peaks	  during	  mitosis,	  and	  the	  presence	  of	  a	  sister	  chromatid.	  Cdk1	  activity	  directs	  nucleolytic	  resection	  of	  DNA	  around	  a	  DSB	  and	  subsequent	  repair	  with	  the	  HR	  pathway.	  The	  overall	  research	  question	  was,	  in	  addition	  to	  Cdk1	  activity	  is	  the	  presence	  of	  an	  intact	  sister	  chromatid	  a	  requirement	  to	  initiate	  DSB	  repair	  with	  the	  HR	  pathway.	  	  	  This	  study	  has	  fulfilled	  its	  aim	  and	  addressed	  the	  research	  question	  originally	  posed.	  An	  experimental	  system	  of	  DSB	  induction	  during	  telophase	  arrest	  with	  separated	  sister	  chromatids	  was	  tested	  and	  used	  to	  investigate	  the	  research	  question.	  During	  telophase	  arrest	  in	  haploid	  S.	  cerevisiae	  the	  presence	  or	  absence	  of	  an	  intact	  sister	  chromatid	  is	  not	  a	  requirement	  to	  initiate	  DSB	  repair	  with	  HR	  in	  the	  presence	  of	  mitotic	  Cdk1	  activity.	  DNA	  resection	  and	  repair	  of	  a	  DSB	  are	  observed	  during	  telophase,	  and	  are	  similar	  to	  those	  seen	  during	  metaphase,	  where	  sister	  chromatids	  remain	  physically	  associated,	  and	  in	  close	  proximity.	  Two	  different	  telophase-­‐arresting	  alleles	  are	  concordant	  with	  the	  discovery	  that	  HR	  is	  active	  during	  this	  cell	  division	  cycle	  stage.	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This	  study	  has	  successfully	  reproduced	  the	  auxin-­‐induced	  depletion	  system	  within	  the	  Cell	  Cycle	  Group	  laboratory.	  In	  keeping	  with	  the	  original	  report	  from	  the	  Kanemaki	  Group	  that	  described	  the	  use	  of	  the	  auxin	  degron	  system	  in	  S.	  cerevisiae,	  (Nishimura	  et	  al.,	  2009)	  CDC45-­‐IAA17	  fusion	  protein	  depletion	  is	  possible	  with	  AtTIR1	  and	  OsTIR1	  expression	  driven	  constitutively	  with	  ADH1	  or	  conditionally	  with	  GAL	  promoters	  (Figure	  7).	  This	  approach	  is	  insufficiently	  robust	  for	  terminal	  growth	  arrest	  induced	  by	  depletion	  of	  CDC14,	  CDC15,	  or	  CDC20.	  A	  partial	  phenotype	  was	  observed	  in	  the	  CDC15	  construct	  which	  accumulates	  cells	  during	  mitotic	  arrest	  (Figure	  8).	  These	  partial	  phenotypes	  can	  partly	  be	  explained	  if	  TIR1	  levels	  are	  depleted	  in	  the	  presence	  of	  auxin,	  given	  that	  it	  physically	  associated	  with	  the	  ubiquitinated	  target	  protein	  (Figure	  6).	  Consistent	  with	  this,	  ADH1-­‐OsTIR1	  protein	  level	  falls	  in	  response	  to	  auxin	  treatment	  for	  these	  mitotic	  IAA17	  fusion	  proteins	  (Figure	  9).	  Furthermore,	  GAL-­‐AtTIR1	  and	  GAL-­‐OsTIR1	  expression	  remained	  similar	  pre-­‐	  and	  post-­‐auxin	  treatment	  when	  tested	  with	  MCM4-­‐IAA17	  fusions	  that	  had	  a	  robust	  phenotype	  (Nishimura	  et	  al.,	  2009).	  	  	  Auxin-­‐responsiveness	  of	  the	  same	  protein	  fusion	  may	  vary	  between	  strains.	  The	  N-­‐	  and	  C-­‐terminal	  IAA17	  fusion	  of	  CDC15	  is	  less	  sensitive	  to	  growth	  inhibition	  in	  the	  presence	  of	  auxin	  in	  the	  CCG9284	  GAL10-­‐HO	  hoΔ	  strain	  with	  ADH1-­‐OsTIR1	  (Figure	  10)	  compared	  to	  other	  W303-­‐1a	  derived	  strains	  (Figure	  8).	  Overall,	  the	  auxin	  system	  is	  reliable	  and	  reproducible	  but	  efficacy	  depends	  on	  a	  number	  of	  factors,	  including	  the	  protein	  targeted	  for	  depletion,	  the	  background	  strain,	  and	  TIR1	  levels	  for	  ADH1-­‐promoter	  constructs.	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This	  study	  confirmed	  that	  conditional	  temperature-­‐sensitive	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  alleles	  are	  able	  to	  terminally	  arrest	  during	  telophase	  with	  separated	  sister	  chromatids	  (Figure	  15;	  Figure	  16;	  Figure	  39).	  Both	  arrest	  with	  high	  mitotic	  activity,	  with	  Cdk1-­‐Clb2	  and	  activated	  Cdk1	  substrates	  (Jaspersen	  et	  al.,	  1998;	  Yuste-­‐Rojas	  and	  Cross,	  2000).	  Although	  robust	  temperature-­‐sensitive	  growth	  inhibition	  in	  the	  donorless	  CCG1843	  GAL10-­‐HO	  hoΔ	  strain	  with	  the	  same	  CDC15-­‐2	  allele	  used	  in	  the	  CCG1842	  construct	  is	  observed,	  accumulation	  of	  telophase	  arresting	  cells	  in	  culture	  was	  lower	  compared	  to	  isogenic	  CDC14-­‐1	  cells	  (Figure	  15).	  Others	  have	  also	  observed	  this	  partial	  phenotype	  with	  CDC15-­‐2	  in	  isogenic	  cells;	  they	  chose	  to	  use	  double	  mutants,	  such	  as	  slk19Δ,	  at	  a	  semi-­‐permissive	  temperature	  (Kheng,	  2009)	  to	  improve	  the	  observed	  telophase	  arrest.	  Semi-­‐permissive	  temperatures	  were	  tested	  in	  this	  study	  but	  this	  compromised	  the	  growth	  inhibition	  phenotype	  and	  thus	  was	  an	  unsuitable	  strategy	  (Figure	  39).	  Given	  synthetic	  lethality	  observed	  with	  CDC15-­‐2	  and	  slk19Δ	  (Zhang	  et	  al.,	  2005),	  this	  double	  mutant	  approach	  was	  not	  adopted	  for	  this	  study.	  Synthetic	  lethality	  is	  also	  observed	  with	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  double	  mutants	  (Grandin	  et	  al.,	  1998).	  Thus,	  given	  the	  robust	  telophase	  phenotype	  of	  the	  donorless	  CDC14-­‐1	  isogenic	  construct,	  the	  CDC15-­‐2	  construct	  was	  not	  absolutely	  necessary.	  	  	  The	  control	  condition	  was	  metaphase	  arrest,	  achieved	  with	  nocodazole	  treatment,	  where	  sister	  chromatids	  remain	  physically	  associated	  in	  the	  presence	  of	  mitotic	  Cdk1	  activity.	  The	  other	  metaphase	  control	  was	  PMETCDC20,	  which	  as	  far	  as	  we	  are	  aware	  has	  not	  been	  assessed	  in	  the	  context	  of	  DSB	  repair,	  which	  in	  contrast	  to	  nocodazole	  has	  functional	  microtubules.	  This	  study	  confirmed	  efficient	  mitotic	  cell	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division	  cycle	  arrest	  with	  a	  single	  DAPI	  body	  for	  both	  conditions	  in	  strains	  with	  (CCG1842)	  and	  without	  (CCG1843)	  homologous	  donor	  sequences	  (Figure	  18;	  Figure	  19).	  	  	  This	  study	  has	  confirmed	  that	  during	  mitosis,	  in	  both	  telophase-­‐	  and	  metaphase-­‐arrested	  cells	  DNA	  resection	  (Figure	  26;	  Figure	  28),	  repair,	  and	  MAT	  switching	  (Figure	  30)	  by	  HR	  (Figure	  32)	  are	  observed	  after	  a	  single	  DSB	  at	  MAT	  in	  haploid	  cells.	  Sister	  chromatid	  segregation	  does	  not	  influence	  DSB	  repair	  during	  telophase.	  Thus	  the	  presence	  of	  the	  sister	  chromatid	  is	  not	  a	  requirement	  in	  addition	  to	  Cdk1	  activity	  for	  the	  initiation	  of	  DSB	  repair	  with	  HR	  at	  this	  time.	  Furthermore,	  the	  absence	  of	  intra-­‐chromosomal	  homologous	  donors	  sequences	  does	  not	  prevent	  initiation	  of	  HR	  as	  resection	  is	  observed	  during	  telophase.	  However,	  the	  presence	  of	  homologous	  donor	  sequences	  is	  a	  requirement	  to	  complete	  DSB	  repair	  by	  HR	  during	  telophase.	  These	  homologous	  sequences	  can	  be	  intra-­‐chromosomal	  and	  thus	  not	  an	  exact	  copy	  of	  the	  damaged	  DNA	  sequence	  (Figure	  26;	  Figure	  28).	  After	  DNA	  resection	  around	  a	  DSB,	  RAD52	  is	  absolutely	  required	  for	  all	  forms	  of	  HR.	  In	  
rad52Δ	  strains	  DSB	  repair	  and	  MAT	  switching	  by	  HR	  are	  lost	  in	  cycling	  cells	  (White	  and	  Haber,	  1990)	  and	  during	  metaphase	  (Ira	  et	  al.,	  2004;	  Zhang	  et	  al.,	  2009).	  This	  study	  has	  found	  that	  both	  DSB	  repair	  and	  MAT	  switching	  are	  observed	  during	  telophase	  in	  RAD52	  cells,	  but	  are	  both	  lost	  in	  rad52Δ	  cells	  (Figure	  32),	  confirming	  that	  HR	  is	  active	  and	  responsible	  for	  both	  processes	  when	  sister	  chromatids	  are	  segregated.	  This	  is	  consistent	  with	  that	  fact	  that	  Rad52	  foci	  are	  absent	  in	  G1	  arrested	  cells,	  and	  expression	  of	  RAD52	  and	  RAD51	  increases	  during	  S	  phase,	  mirroring	  the	  rise	  in	  Cdk1	  activity.	  (Lisby	  et	  al.,	  2003a;	  Lisby	  et	  al.,	  2004).	  Loss	  of	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Rad52	  foci	  is	  also	  observed	  in	  G1	  arrested	  CDC4-­‐1	  cells	  at	  restrictive	  temperature	  that	  have	  low	  Cdk1	  activity	  (Barlow	  and	  Rothstein,	  2009).	  These	  Cdk1	  dependent	  mechanisms	  that	  favour	  HR	  are	  thus	  likely	  to	  be	  active	  during	  telophase	  in	  CDC14-­‐
1	  and	  CDC15-­‐2	  cells	  that	  have	  mitotic	  Cdk1	  activity.	  	  	  The	  presence	  of	  HR	  during	  metaphase	  is	  concordant	  with	  previous	  observations	  (Aylon	  and	  Kupiec,	  2003;	  Ira	  et	  al.,	  2004;	  Zhang	  et	  al.,	  2009)	  and	  thus	  serves	  as	  a	  suitable	  control.	  The	  observed	  resection	  is	  slightly	  less	  efficient	  during	  metaphase	  compared	  to	  cycling	  cells	  as	  previously	  reported	  (Ira	  et	  al.,	  2006),	  but	  similar	  to	  that	  observed	  during	  telophase	  (Figure	  26).	  During	  metaphase,	  reduced	  Cdk1	  activity	  mediated	  either	  by	  increasing	  expression	  of	  the	  Cdk1	  inhibitor	  Sic1,	  or	  by	  an	  analogue	  sensitive	  CDK1	  allele	  (CDC28-­‐AS1)	  that	  has	  a	  larger	  than	  normal	  ATP	  binding	  pocket	  sensitive	  to	  the	  ATP	  analogue	  1-­‐NMPP-­‐1,	  results	  in	  reduced	  resection	  and	  HR	  activity	  with	  increased	  Mre11,	  Ku70,	  K80,	  and	  Lif1	  recruitment	  and	  persistence,	  and	  reduced	  RPA	  binding,	  all	  to	  similar	  levels	  observed	  during	  G1	  (Ira	  et	  al.,	  2004;	  Zhang	  et	  al.,	  2009).	  Thus	  HR	  can	  be	  reduced	  with	  increased	  NHEJ	  that	  is	  Cdk1	  dependent	  during	  metaphase	  in	  the	  presence	  of	  unsegregated	  sister	  chromatids.	  Increased	  HR	  during	  telophase	  might	  be	  expected	  with	  increased	  Cdk1	  activity,	  but	  when	  mediated	  by	  Clb2	  overexpression	  or	  sic1Δ,	  synthetic	  lethality	  was	  observed	  in	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  telophase	  arrested	  cells	  (Jaspersen	  et	  al.,	  1998;	  Yuste-­‐Rojas	  and	  Cross,	  2000).	  Conversely,	  with	  reduced	  Cdk1	  activity	  during	  telophase	  one	  might	  predict	  a	  reduction	  in	  DSB	  repair	  with	  the	  HR	  pathway.	  However,	  inhibition	  of	  Cdk1	  activity	  during	  telophase	  results	  in	  progression	  to	  G1	  and	  loss	  of	  cell	  division	  cycle	  arrest:	  GAL-­‐SIC1	  overexpression	  can	  overcome	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telophase	  arrest	  induced	  by	  CDC14-­‐1	  (Yuste-­‐Rojas	  and	  Cross,	  2000).	  Furthermore,	  deletion	  of	  clb2Δ	  or	  cdh1Δ	  is	  synthetically	  lethal	  (Yuste-­‐Rojas	  and	  Cross,	  2000).	  Nevertheless,	  mitotic	  Cdk1	  substrate	  phosphorylation	  during	  metaphase	  and	  telophase	  in	  this	  study	  are	  similar	  (Jaspersen	  et	  al.,	  1998;	  Visintin	  et	  al.,	  1998),	  as	  are	  the	  phenotypes	  of	  DNA	  resection,	  repair,	  and	  MAT	  switching.	  Thus	  indirectly	  suggests	  that	  these	  processes	  might	  be	  Cdk1	  dependent	  during	  telophase	  as	  they	  are	  during	  other	  cell	  division	  cycle	  phases.	  However,	  practical	  limitations	  precluded	  directly	  testing	  this.	  	  This	  study	  had	  found	  that	  efficient	  DSB	  induction,	  DNA	  resection,	  DSB	  repair,	  and	  MAT	  switching	  occur	  in	  cdc20	  metaphase	  arrested	  cells	  (Figure	  34).	  Mitotic	  Cdk1	  activity	  is	  present	  at	  this	  time	  (Alexandru	  et	  al.,	  1999).	  Completion	  of	  MAT	  switching	  is	  more	  rapid	  compared	  to	  the	  same	  population	  of	  cdc20	  cells	  treated	  with	  nocodazole	  to	  disrupt	  microtubule	  polymerisation	  and	  activate	  the	  spindle	  assembly	  checkpoint.	  This	  was	  unexpected	  but	  might	  be	  explained	  by	  spindle	  checkpoint	  point	  activation	  which	  delays	  cell	  division	  cycle	  progression,	  and	  which	  may	  also	  interfere	  with	  DSB	  repair	  kinetics	  (Dotiwala	  et	  al.,	  2010;	  Tavormina	  and	  Burke,	  1998).	  It	  is	  also	  possible	  that	  microtubule	  function	  is	  required	  for	  rapid	  DSB	  repair	  by	  HR	  (Jacobs	  et	  al.,	  1988).	  This	  remains	  an	  area	  of	  potential	  future	  exploratory	  experiments	  (discussed	  further	  in	  Section	  5.4).	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5.2 Why	  is	  HR	  active	  during	  telophase	  and	  what	  are	  the	  consequences?	  	  This	  study	  has	  determined	  that	  HR	  is	  active	  during	  telophase,	  when	  sister	  chromatids	  are	  segregated.	  HR	  is	  also	  present	  during	  telophase	  when	  there	  are	  no	  other	  genomic	  homologous	  donor	  sequences	  available	  for	  DSB	  repair.	  It	  is	  unclear	  why	  HR	  would	  be	  active	  during	  telophase	  despite	  the	  absence	  of	  identical	  or	  similar	  homologous	  sequences,	  as	  repair	  is	  inherently	  mutagenic	  in	  this	  circumstance.	  Given	  that	  nucleolytic	  resection	  continues	  unperturbed	  until	  homologous	  donor	  sequences	  are	  located	  it	  seems	  that	  the	  presence	  of	  homologous	  sequences	  are	  detected	  after	  the	  cell	  has	  already	  committed	  to	  DSB	  repair	  through	  the	  HR	  pathway.	  This	  commitment	  to	  HR-­‐mediated	  repair	  is	  mainly	  determined	  by	  resection,	  which	  is	  dependent	  on	  Cdk1	  activity.	  Perhaps	  continued	  nucleolytic	  resection	  to	  the	  end	  of	  the	  broken	  chromosome	  serves	  the	  purpose	  of	  exposing	  further	  sequences	  to	  increase	  the	  probability	  of	  finding	  genomic	  homology,	  after	  which	  the	  presence	  of	  homologous	  sequences	  is	  sought	  through	  multiple	  iterative	  sampling	  of	  the	  genome	  (Coic	  et	  al.,	  2011).	  One	  might	  envisage	  this	  process	  to	  be	  a	  substrate	  for	  GCRs	  and	  reduced	  viability.	  Indeed,	  this	  study	  has	  shown	  the	  colony	  survival	  in	  the	  absence	  of	  Δrad52	  during	  telophase	  is	  not	  detected	  compared	  to	  cells	  with	  RAD52	  (Figure	  33).	  	  GCRs	  occur	  at	  a	  frequency	  of	  3.5	  x	  10-­‐10	  in	  wild-­‐type	  cells	  exposed	  to	  the	  alkylating	  agent	  methyl	  methanesulfonate	  (MMS);	  MMS	  requires	  homologous	  recombination	  to	  repair	  the	  DNA	  damage	  manifested	  mainly	  by	  stalled	  replication	  forks	  (Chen	  and	  Kolodner,	  1999).	  Reduced	  Cdk1-­‐as1	  activity	  mediated	  by	  treatment	  with	  1-­‐NMPP-­‐
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1	  reduces	  GCRs,	  while	  increased	  activity	  through	  deletion	  of	  sic1	  or	  far1,	  which	  permits	  premature	  S	  phase	  entry,	  increases	  GCRs	  (Enserink	  et	  al.,	  2009).	  Cdk1	  activity	  is	  also	  associated	  with	  increased	  HR-­‐mediated	  double	  holiday	  junction	  resolution	  with	  an	  increase	  in	  crossover	  resolution	  products	  (Trovesi	  et	  al.,	  2011).	  Given	  that	  this	  study	  found	  HR	  to	  be	  active	  during	  telophase	  in	  the	  presence	  of	  peak	  (mitotic)	  Cdk1-­‐activity,	  a	  potential	  consequence	  might	  be	  mutagenesis	  because	  of	  an	  increase	  in	  GCRs	  through	  non-­‐cross-­‐over	  resolution	  of	  the	  HR	  pathway.	  DSB	  repair	  at	  MAT	  with	  NHEJ	  might	  theoretically	  be	  more	  efficient	  to	  maintain	  genomic	  stability,	  because	  of	  limited	  resection,	  if	  any,	  would	  limit	  the	  number	  of	  lost	  base	  pairs	  and	  sequence	  information.	  However,	  it	  would	  mean	  that	  subsequent	  mating-­‐type	  switching	  would	  not	  be	  possible,	  limiting	  long-­‐term	  viability.	  The	  non-­‐repetitive	  compact	  gene-­‐rich	  budding	  yeast	  genome	  does	  not	  lend	  itself	  to	  NHEJ,	  perhaps	  partly	  explaining	  why	  HR	  is	  highly	  active.	  	  The	  presence	  of	  the	  sister	  chromatid	  does	  not	  influence	  initiation	  of	  DSB	  repair	  by	  the	  HR	  pathway.	  Instead,	  repair	  of	  a	  DSB	  appears	  to	  be	  driven	  by	  the	  extent	  of	  nucleolytic	  DNA	  resection.	  Homology	  around	  a	  DSB,	  which	  of	  course	  is	  greatest	  with	  the	  sister	  chromatid	  that	  is	  an	  exact	  copy	  of	  the	  damaged	  DNA,	  is	  important	  after	  the	  resection	  step	  has	  already	  been	  initiated,	  committing	  the	  cell	  to	  repair	  the	  break	  with	  HR.	  Proximity	  is	  another	  factor	  that	  favours	  the	  sister	  chromatid	  as	  a	  donor	  source	  for	  recombination,	  as	  DSB	  repair	  is	  slower	  when	  HMLα	  and	  HMRa	  are	  inter-­‐chromosomal	  compared	  to	  intra-­‐chromosomal	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Ira	  et	  al.,	  2003).	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The	  sister	  chromatids	  are	  physically	  associated	  through	  cohesin	  and	  intertwines.	  Furthermore,	  post-­‐replicative	  damage-­‐induced	  cohesin	  is	  recruited	  and	  turned	  over	  around	  a	  DSB	  further	  favouring	  proximity	  of	  sister	  chromatids	  and	  thus	  exact	  homologous	  sequences	  (Strom	  et	  al.,	  2007;	  Strom	  et	  al.,	  2004;	  Unal	  et	  al.,	  2004).	  In	  higher	  eukaryotes,	  replication,	  rather	  than	  the	  sister	  chromatid	  appears	  to	  be	  correlated	  with	  HR	  (Karanam	  et	  al.,	  2012;	  Shiloh	  et	  al.,	  1983).	  This	  proximity	  of	  sister	  chromatids	  might	  explain	  the	  observed	  biased	  use	  of	  the	  sister	  chromatid	  for	  HR	  in	  cycling	  cells	  (Kadyk	  and	  Hartwell,	  1992,	  1993).	  Taken	  together,	  the	  sister	  chromatid	  is	  the	  closest	  donor	  source	  with	  the	  highest	  genomic	  sequence	  homology	  and	  so	  it	  is	  not	  surprising	  that	  it	  is	  the	  preferred	  donor	  source	  for	  repair	  of	  cycling	  or	  metaphase-­‐arrested	  cells.	  There	  may	  not	  be	  the	  need	  for	  a	  robust	  mechanism	  to	  detect	  the	  presence	  of	  the	  sister	  chromatid	  because	  Cdk1	  activity	  is	  present	  before	  sister	  chromatid	  formation	  (DNA	  replication)	  and	  after	  sister	  chromatid	  segregation	  (Figure	  5).	  During	  telophase	  sister	  chromatids	  are	  segregated,	  after	  cohesin	  cleavage	  through	  Scc1	  and	  DNA	  intertwine	  removal	  by	  topoisomerase	  II.	  Thus	  the	  preference	  of	  using	  DNA	  sequences	  from	  the	  sister	  chromatid	  are	  not	  observed	  in	  this	  study.	  	  	  HR	  is	  the	  main	  DSB	  repair	  pathway	  utilised	  by	  budding	  yeast.	  This	  is	  in	  contrast	  to	  higher	  eukaryotes	  and	  humans,	  which	  rely	  more	  on	  NHEJ.	  Some	  structural	  genomic	  differences	  may	  partly	  explain	  this	  observation	  but	  definitive	  experimental	  evidence	  is	  awaited.	  The	  small	  compact	  genome	  of	  yeast	  has	  few	  repetitive	  regions	  (except	  the	  rDNA).	  Thus	  potentially	  mutagenic	  NHEJ	  might	  result	  in	  excessive	  genomic	  instability.	  In	  contrast,	  the	  human	  genome	  is	  highly	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repetitive.	  Thus	  NHEJ	  can	  be	  potentially	  safer	  because	  HR	  may	  result	  in	  GCR	  and	  larger	  mutational	  sequence	  change.	  DSB	  repair	  by	  NHEJ	  is	  less	  likely	  to	  affect	  functional	  genes	  compared	  to	  potential	  genomic	  instability	  with	  homologous	  recombination.	  Consistent	  with	  this,	  DNA	  damage	  primarily	  elicits	  G1	  checkpoints	  in	  mammalian	  cells	  and	  G2	  checkpoints	  in	  budding	  yeast	  (Bartek	  et	  al.,	  1999).	  Indeed,	  V(D)J	  recombination	  in	  lymphocytes	  occurs	  in	  G1	  by	  RAG2	  mediated	  regulation	  (Lee	  and	  Desiderio,	  1999).	  Also,	  fewer	  of	  the	  cells	  in	  humans	  are	  actively	  cycling	  at	  any	  single	  time	  point	  and	  are	  thus	  more	  likely	  to	  be	  in	  G1	  compared	  to	  budding	  yeast.	  NHEJ	  is	  not	  present	  in	  most	  prokaryotes.	  It	  is	  only	  present	  in	  species	  that	  spend	  most	  of	  their	  life	  cycle	  in	  stationary	  phase	  (Pitcher	  et	  al.,	  2007;	  Shuman	  and	  Glickman,	  2007;	  Weller	  et	  al.,	  2002),	  akin	  to	  non-­‐dividing	  mitotic	  human	  cells.	  	  	  Differences	  in	  the	  DNA	  damage	  checkpoint	  between	  yeast	  and	  higher	  eukaryotes	  might	  also	  be	  important	  determinants	  for	  observed	  differences	  between	  species	  in	  DSB	  repair	  pathway	  choice.	  Rad9	  contains	  two	  BRCT	  (BRCA1	  C-­‐terminus)	  domains,	  which	  are	  also	  found	  in	  human	  53BP1	  (and	  BRCA1)	  (Alpha-­‐Bazin	  et	  al.,	  2005).	  However,	  S.	  cerevisiae	  lack	  53BP1	  (and	  BRCA1),	  which	  in	  mice	  is	  associated	  with	  limiting	  DSB	  resection	  through	  Rif1,	  and	  increasing	  NHEJ-­‐mediated	  repair	  when	  studied	  in	  mouse	  embryonic	  fibroblasts	  in	  the	  presence	  of	  DSBs	  induced	  with	  either	  zeocin	  treatment	  (Zimmermann	  et	  al.,	  2013)	  or	  irradiation	  (Chapman	  et	  al.,	  2013).	  In	  DT40	  chicken	  cells,	  and	  human	  U2OS	  and	  HeLa	  cells,	  Rif1	  inhibits	  BRCA1	  during	  G1	  phase,	  limiting	  DSB	  resection	  by	  negatively	  regulating	  CtIP	  (Sae2),	  whereas	  during	  S/G2M	  phases	  Cdk1	  phosphorylation	  of	  CtIP	  negatively	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regulates	  Rif1,	  reducing	  NHEJ	  (Escribano-­‐Diaz	  et	  al.,	  2013).	  These	  recent	  findings	  are	  consistent	  with	  murine	  embryonic	  fibroblast	  experiments	  supporting	  the	  notion	  that	  net	  Cdk	  activity	  determines	  HR-­‐mediated	  repair	  of	  irradiation-­‐induced	  DSBs	  (Cerqueira	  et	  al.,	  2009).	  Overall,	  Cdk1	  activity	  appears	  to	  be	  the	  key	  determinant	  for	  DSB	  repair	  pathway	  choice	  rather	  than	  the	  presence	  of	  the	  sister	  chromatid,	  with	  53BP1	  and	  downstream	  mediators	  modulating	  resection	  in	  higher	  eukaryotes.	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5.3 Potential	  limitations	  of	  this	  study	  	  Cell	  division	  cycle	  arrest	  alleles	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  behaved	  as	  expected	  and	  exhibited	  robust	  terminal	  growth	  inhibition	  and	  telophase	  arrest	  phenotypes	  (Figure	  14;	  Figure	  15).	  It	  is	  possible	  that	  a	  small	  proportion	  of	  cells	  that	  escape	  telophase	  can	  cycle	  to	  S	  phase	  and	  be	  repaired	  by	  HR,	  and	  make	  NHEJ	  that	  is	  present	  difficult	  to	  detect	  by	  Southern	  probing	  at	  MAT	  distal.	  However,	  if	  NHEJ	  was	  active	  during	  telophase	  then	  residual	  repair	  might	  be	  expected	  in	  the	  absence	  of	  Rad52,	  perhaps	  this	  might	  be	  more	  rapid	  and	  associated	  with	  little	  or	  no	  resection.	  None	  of	  these	  features	  of	  NHEJ	  were	  observed	  in	  this	  study.	  Furthermore	  no	  residual	  NHEJ	  activity	  was	  detected	  in	  cells	  with	  rad52Δ	  (Figure	  32).	  	  Although	  cells	  were	  telophase-­‐arrested	  as	  assessed	  by	  cytology	  they	  may	  have	  progressed	  to	  G1	  without	  cytokinesis.	  It	  is	  possible	  to	  detect	  G1	  entry	  with	  the	  addition	  of	  α-­‐factor,	  which	  induces	  shmoo	  (cell	  surface	  projection	  in	  response	  to	  α-­‐factor	  mating	  pheromone)	  formation	  in	  cells	  that	  are	  MATa.	  However,	  after	  DSB	  repair	  during	  telophase	  cells	  switch	  to	  MATα	  making	  this	  strategy	  unsuitable	  (Figure	  30).	  Furthermore,	  Rad52	  expression	  and	  foci,	  and	  RAD52-­‐dependent	  HR	  are	  not	  active	  during	  G1	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Barlow	  and	  Rothstein,	  2009;	  Ira	  et	  al.,	  2004)	  thus	  it	  seems	  unlikely	  that	  cells	  with	  telophase	  morphology	  have	  entered	  G1	  given	  that	  this	  study	  did	  not	  detect	  repair	  in	  rad52Δ	  cells	  (Figure	  32).	  	  	  DSB	  induction	  might	  have	  been	  proportionately	  better	  in	  the	  small	  number	  of	  cells	  that	  were	  not	  telophase	  arrested	  and	  therefore	  the	  observed	  repair	  by	  HR	  may	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over	  represent	  the	  entire	  population	  of	  cells.	  However,	  the	  observed	  DSB	  induction	  was	  rapid	  and	  at	  least	  as	  efficient	  if	  not	  better	  than	  previously	  reported	  by	  PFGE	  and	  Southern	  in	  cycling,	  metaphase	  arrested	  cells	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Hicks	  et	  al.,	  2011;	  Ira	  et	  al.,	  2003;	  Lee	  et	  al.,	  1998;	  Saponaro	  et	  al.,	  2010).	  Furthermore,	  Cdk1	  activity	  at	  the	  time	  of	  DSB	  induction	  directs	  repair	  to	  the	  HR	  pathway	  and	  inhibition	  of	  Cdk1-­‐as1	  at	  time	  points	  after	  DSB	  induction	  in	  cycling	  cells	  did	  not	  prevent	  MAT	  switching	  (Ira	  et	  al.,	  2004).	  Commitment	  to	  repair	  by	  HR	  is	  detectable	  after	  60	  to	  90	  minutes	  in	  surviving	  colonies	  of	  cycling	  cells	  with	  a	  DSB	  that	  have	  been	  spread	  on	  to	  YEPD	  Petri	  plates	  (Aylon	  et	  al.,	  2004).	  	  	  	  Arresting	  cells	  during	  telophase,	  inducing	  a	  DSB	  and	  then	  holding	  cells	  at	  telophase	  may	  not	  be	  physiological	  and	  perhaps	  if	  cells	  were	  released	  the	  DSB	  might	  not	  be	  repaired	  until	  the	  next	  cell	  cycle.	  After	  α-­‐factor	  arrested	  G1	  cells	  are	  released	  into	  S	  phase	  after	  induction	  of	  a	  single	  DSB	  cells,	  repair	  is	  delayed	  until	  early	  S	  phase	  with	  rising	  Cdk1	  activity	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Doksani	  et	  al.,	  2009;	  Zierhut	  and	  Diffley,	  2008).	  Unfortunately	  this	  study	  has	  found	  that	  the	  approach	  of	  releasing	  cells	  from	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  arrests	  is	  associated	  with	  reduced	  viability	  (Figure	  33).	  This	  might	  be	  related	  to	  triplet	  and	  tetrapod	  forms	  observed	  by	  cytology	  (Quevedo	  et	  al.,	  2012;	  Visintin	  et	  al.,	  1998).	  Similar	  limitations	  might	  apply	  to	  commitment	  to	  gene	  conversion	  assay	  experiments	  where	  liquid	  culture	  samples	  are	  spread	  onto	  agar	  media	  with	  dextrose	  at	  times	  greater	  than	  one	  hour	  after	  DSB	  induction,	  in	  order	  to	  assess	  viability	  and/or	  repair	  pathway	  choice	  (Aylon	  et	  al.,	  2004).	  Others	  have	  sequenced	  the	  surviving	  colonies,	  and	  interpreted	  mutations	  as	  an	  indication	  of	  NHEJ	  and	  no	  mutations	  as	  an	  indication	  of	  HR.	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However,	  these	  experiments	  bias	  surviving	  colonies	  and	  may	  not	  reflect	  the	  majority	  of	  cells.	  	  Persistent	  DSB	  induction,	  with	  continuous	  HO	  expression	  may	  not	  represent	  a	  physiological	  DSB,	  as	  the	  initiating	  lesion	  may	  not	  be	  expected	  to	  persist	  over	  such	  a	  long	  time	  period	  (Figure	  26).	  However,	  pulsed	  expression	  of	  HO	  did	  not	  contradict	  these	  results,	  indeed	  they	  were	  concordant	  (Figure	  28).	  	  	  The	  metaphase	  arrest	  in	  most	  experiments	  was	  achieved	  with	  nocodazole.	  This	  is	  not	  physiological	  and	  can	  be	  associated	  with	  abnormalities	  including	  premature	  cell	  apoptosis	  (Endo	  et	  al.,	  2010).	  Indeed	  this	  study	  reports	  an	  effect	  of	  relatively	  delayed	  MAT	  switching	  kinetics	  in	  the	  presence	  of	  nocodazole	  during	  metaphase	  induced	  by	  Cdc20	  depletion.	  However,	  nocodazole-­‐induced	  metaphase	  arrest	  is	  well	  recognised	  and	  the	  most	  frequently	  used	  approach,	  and	  has	  contributed	  most	  of	  the	  available	  data	  on	  DSB	  repair.	  The	  use	  of	  nocodazole	  in	  this	  study	  was	  essential	  to	  make	  comparisons	  with	  the	  literature	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Huertas	  et	  al.,	  2008;	  Ira	  et	  al.,	  2004;	  Ira	  et	  al.,	  2006;	  Kadyk	  and	  Hartwell,	  1992;	  Trovesi	  et	  al.,	  2011;	  Zierhut	  and	  Diffley,	  2008).	  	  The	  MAT	  locus	  may	  not	  be	  sufficiently	  sensitive	  to	  detect	  low	  levels	  of	  NHEJ.	  However,	  as	  all	  forms	  of	  HR	  are	  abolished	  in	  rad52Δ	  cells	  any	  repair	  observed	  would	  be	  attributable	  to	  NHEJ;	  repair	  does	  not	  occur	  during	  telophase.	  Another	  possibility	  is	  that	  this	  locus	  is	  not	  representative	  of	  the	  rest	  of	  the	  genome.	  However,	  ectopically	  placed	  HO	  sequences	  on	  chromosome	  V	  behave	  similarly	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during	  other	  cell	  cycle	  phases	  (Aylon	  et	  al.,	  2004;	  Ira	  et	  al.,	  2003;	  Strom	  et	  al.,	  2004).	  Similar	  results	  are	  observed	  with	  other	  meganucleases	  such	  as	  I-­‐SceI	  (Lisby	  et	  al.,	  2004).	  Although	  DNA	  damage	  dose	  can	  be	  important	  (Zierhut	  and	  Diffley,	  2008)	  the	  results	  of	  this	  study	  do	  not	  appear	  to	  be	  specific	  to	  this	  inducible	  DSB	  system.	  	  The	  DAPI	  bodies	  were	  separated	  in	  most	  but	  not	  all	  telophase	  arrested	  cells	  (Figure	  15;	  Figure	  16).	  It	  is	  theoretically	  possible	  that	  movement	  of	  chromosome	  III	  towards	  the	  mid-­‐line	  may	  not	  have	  been	  detected	  as	  an	  anaphase	  bridge.	  However,	  late	  segregation	  of	  rDNA	  on	  chromosome	  XII	  has	  been	  reported	  in	  
CDC14-­‐1	  but	  not	  with	  chromosome	  III	  (Tomson	  et	  al.,	  2006).	  Fluorescent	  chromosome	  III	  tags	  might	  confirm	  persistent	  sister	  chromatid	  segregation	  although	  there	  is	  no	  reason	  to	  suspect	  that	  segregation	  did	  not	  occur	  in	  this	  study.	  Similarly	  RAD52	  or	  DDC2	  can	  also	  be	  fused	  with	  GFP	  (Table	  1).	  Two	  foci	  observed	  in	  the	  presence	  of	  a	  DSB	  would	  support	  the	  notion	  that	  chromosome	  III	  remains	  segregated	  to	  mother	  and	  daughter	  cells.	  	  Cdk1	  activity	  is	  present	  and	  high	  (Cdk1-­‐Clb2)	  during	  telophase	  and	  the	  downstream	  phosphorylation	  targets	  remain	  active	  in	  a	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  arrest	  (Alexandru	  et	  al.,	  1999;	  Jaspersen	  et	  al.,	  1998;	  Jaspersen	  and	  Morgan,	  2000;	  Visintin	  et	  al.,	  1998;	  Yuste-­‐Rojas	  and	  Cross,	  2000).	  It	  might	  be	  useful	  to	  detect	  levels	  in	  the	  presence	  of	  a	  DSB,	  perhaps	  with	  western	  blot	  of	  Cdk1-­‐Clb2	  levels,	  or	  Cdk1	  kinase	  activity,	  or	  phosphorylation	  status	  of	  Cdk1	  substrates.	  However,	  Clb2	  was	  not	  tagged	  and	  anti-­‐Clb2	  antibody	  was	  not	  available,	  and	  Cdk1	  substrates	  are	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legion.	  Furthermore,	  this	  approach	  was	  not	  pursued	  because	  low	  Cdk1	  activity	  would	  predict	  repair	  by	  NHEJ	  and	  promote	  exit	  from	  telophase,	  which	  were	  not	  observed.	  	  It	  was	  not	  possible	  to	  directly	  compare	  PMETCDC20	  strains	  with	  temperature-­‐sensitive	  CDC14-­‐1	  and	  CDC15-­‐2	  strains,	  given	  that	  the	  former	  grew	  poorly	  in	  lactate	  and	  the	  latter	  did	  not	  efficiently	  induce	  a	  DSB	  in	  raffinose	  at	  the	  permissive	  temperature	  of	  37°C	  (Figure	  35;	  Figure	  36)	  and	  semi-­‐permissive	  temperatures	  of	  30°C	  to	  35°C	  (Figure	  37;	  Figure	  38;	  Figure	  39).	  The	  CDC20-­‐1	  temperature-­‐sensitive	  allele	  might	  have	  been	  a	  potential	  solution	  to	  compare	  HR-­‐mediated	  DSB	  resection	  and	  repair	  kinetics	  during	  metaphase	  and	  telophase.	  However,	  this	  was	  not	  pursued	  because	  CDC20-­‐1	  is	  known	  to	  arrest	  with	  69%	  bilobed	  morphology	  at	  37°C	  (Tavormina	  and	  Burke,	  1998),	  which	  is	  insufficiently	  robust	  for	  meaningful	  comparison	  with	  the	  telophase	  alleles	  used	  in	  this	  study.	  The	  auxin-­‐induced	  depletion	  system	  can	  be	  used	  at	  30°C	  and	  was	  tested	  with	  telophase	  mutants	  but	  the	  phenotype	  of	  growth	  inhibition	  was	  also	  insufficiently	  robust	  for	  use	  (Figure	  7;	  Figure	  8;	  Figure	  10).	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5.4 Future	  experimental	  directions	  	  This	  study	  has	  demonstrated	  that	  during	  telophase	  a	  DSB	  at	  the	  MAT	  locus	  is	  repaired	  with	  HR.	  The	  haploid	  budding	  yeast	  cells	  studied	  rely	  on	  the	  SDSA	  mechanism	  in	  metaphase-­‐arrested	  cells,	  where	  gene	  conversion	  occurs	  (Ira	  et	  al.,	  2006).	  As	  this	  study	  is	  the	  first	  to	  demonstrate	  that	  HR	  is	  active	  during	  telophase	  in	  arrested	  cells	  the	  consequences	  of	  repair	  are	  unknown.	  Given	  that	  resolvases	  are	  very	  active	  during	  mitosis,	  and	  that	  Cdk1	  activity	  has	  been	  implicated	  as	  a	  requirement	  for	  low	  level	  (5%)	  cross-­‐over	  formation	  in	  cycling	  cells	  that	  increases	  (12%)	  during	  metaphase,	  and	  that	  are	  absent	  during	  G1	  (Ira	  et	  al.,	  2003;	  Prakash	  et	  al.,	  2009;	  Trovesi	  et	  al.,	  2011),	  it	  might	  be	  interesting	  to	  assess	  whether	  there	  are	  more	  (or	  less)	  cross-­‐overs	  products	  related	  to	  the	  observed	  HR	  that	  is	  active	  during	  telophase.	  A	  strain	  with	  MAT-­‐inc	  mutation	  on	  chromosome	  III	  and	  ectopic	  
MATa	  cut	  site	  placement	  on	  chromosome	  V	  can	  be	  used	  to	  detect	  low-­‐level	  cross-­‐over	  repair	  products	  with	  Southern	  probing	  across	  the	  HO	  cut	  site	  after	  EcoRI	  digestion	  of	  genomic	  extract	  (CCG9895;	  Table	  1)	  (Ira	  et	  al.,	  2003).	  Cross-­‐over	  frequency	  can	  be	  compared	  during	  telophase	  and	  metaphase	  to	  determine	  if	  DSB	  repair	  with	  segregated	  sister	  chromatids	  yields	  a	  greater	  frequency	  of	  cross-­‐overs,	  which	  might	  be	  dependent	  on	  Sgs1-­‐Top3,	  Srs2,	  Mph1,	  or	  Mus81-­‐Eme1	  (Hope	  et	  al.,	  2007;	  Ira	  et	  al.,	  2003;	  Prakash	  et	  al.,	  2009;	  Trovesi	  et	  al.,	  2011).	  	  It	  is	  surprising	  to	  find	  that	  the	  kinetics	  of	  HR	  during	  metaphase	  are	  different	  depending	  in	  whether	  or	  not	  spindle	  function	  is	  present	  and	  the	  spindle	  assembly	  checkpoint	  is	  activated.	  It	  has	  recently	  been	  shown	  that	  spindles	  are	  important	  for	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DNA	  movement	  associated	  with	  HR	  (Mine-­‐Hattab	  and	  Rothstein,	  2012)	  and	  perhaps	  this	  might	  be	  one	  mechanism	  that	  accounts	  for	  the	  delayed	  MAT	  switching	  kinetics	  observed	  in	  this	  study	  in	  the	  presence	  of	  nocodazole	  (Figure	  34).	  Another	  possibility	  is	  that	  spindle	  assembly	  checkpoint	  activation	  with	  nocodazole	  treatment	  is	  delaying	  MAT	  switching.	  In	  order	  to	  understand	  the	  mechanism	  for	  delayed	  MAT	  switching	  a	  PMETCDC20	  strain	  that	  lacks	  mad2Δ	  was	  constructed	  (CCG10568;	  Table	  1).	  These	  cells	  arrest	  during	  cdc20	  metaphase	  but	  cannot	  properly	  activate	  the	  spindle	  assembly	  checkpoint	  with	  nocodazole	  treatment	  (Dotiwala	  et	  al.,	  2010).	  Thus	  if	  MAT	  switching	  is	  no	  longer	  delayed	  with	  nocodazole	  treatment,	  this	  suggests	  that	  delay	  is	  mediated	  by	  the	  checkpoint.	  However,	  if	  MAT	  switching	  remains	  delayed,	  this	  suggests	  that	  perhaps	  microtubule	  inhibition	  is	  responsible.	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5.5 Conclusions	  	  During	  telophase	  in	  haploid	  S.	  cerevisiae	  the	  presence	  or	  absence	  of	  an	  intact	  sister	  chromatid	  is	  not	  a	  requirement	  to	  initiate	  DSB	  repair	  with	  HR	  in	  the	  presence	  of	  mitotic	  Cdk1	  activity.	  DNA	  resection	  and	  repair	  of	  a	  DSB	  are	  observed	  in	  the	  absence	  of	  an	  available	  sister	  chromatid	  during	  telophase,	  and	  resection	  is	  observed	  in	  the	  absence	  of	  homologous	  genomic	  donor	  sequences.	  Thus	  the	  presence	  of	  an	  intact	  sister	  chromatid	  is	  not	  a	  requirement	  for	  DSB	  repair	  by	  the	  HR	  pathway.	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6 Material	  and	  methods	  
6.1 S.	  cerevisiae	  strains	  	  The	  strains	  used	  and	  constructed	  for	  this	  study	  are	  outlined	  below.	  All	  the	  strains	  are	  derived	  from	  the	  W303	  background	  strain.	  	  
Table	  2.	  Strains	  used	  for	  this	  study.	  
Name	   Construct	  genotype	   Reference	  
CCG1842	  
(yXW2)	  
MATa	  ho-­‐Δ	  HMLα	  HMRa	  leu2-­‐3,112	  his3-­‐11,15	  ade2-­‐1	  
can1-­‐100	  ura3-­‐1	  trp1-­‐1	  bar1::hisG	  ade3::GAL10-­‐HO	  
(Wang	  and	  
Haber,	  2004)	  
CCG9989	   yXW2	  +	  cdc14::TRP1-­‐CDC14-­‐1	   This	  study	  
CCG10287	   yXW2	  +	  cdc15::CDC15-­‐2-­‐9MYC-­‐HPHNT1	   This	  study	  
CCG10002	   yXW2	  +	  cdc20::TRP1-­‐3HA-­‐PMET-­‐CDC20	   This	  study	  
CCG10568	   yXW2	  +	  cdc20::TRP1-­‐3HA-­‐PMET-­‐CDC20	  mad2::URA3	   This	  study	  
CCG10770	   yXW2	  +	  rad52Δ::NATMX4	   This	  study	  
CCG10761	   yXW2	  +	  cdc14::TRP1-­‐CDC14-­‐1	  rad52Δ::NATMX4	   This	  study	  
CCG10764	   yXW2	  +	  cdc15::CDC15-­‐2-­‐9MYC-­‐HPHNT1	  rad52Δ::NATMX4	   This	  study	  
JKM115	   MATα	  ho-­‐Δ	  hmlΔ::ADE1	  hmrΔ::ADE1	  ade1-­‐100	  leu2,3-­‐112	  





MATa	  ho-­‐Δ	  hmlΔ::ADE1	  hmrΔ::ADE1	  ade1-­‐100	  leu2,3-­‐112	  
lys5	  ura3-­‐52	  trp1Δ::hisG	  ade3::GAL10-­‐HO	  
(Sugawara	  et	  
al.,	  2003)	  
CCG3090	   JKM139	  +	  bar1Δ::HPHMX4	   CCG	  
CCG9494	   JKM139	  +	  cdc14::CDC14-­‐1-­‐GFP-­‐KANMX4	  bar1Δ::HPHMX4	   This	  study	  
CCG10106	   JKM139	  +	  cdc14::TRP1-­‐CDC14-­‐1	  bar1Δ::HPHMX4	   This	  study	  
CCG9884	   JKM139	  +	  cdc14::CDC14-­‐1-­‐GFP-­‐KANMX4	  cdc20::TRP1-­‐
3HA-­‐PMET-­‐CDC20	  bar1Δ::HPHMX4	  
This	  study	  
CCG10234	   JKM139	  +	  cdc15::CDC15-­‐2-­‐9MYC-­‐HPHNT1	   This	  study	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CCG9468	   JKM139	  +	  cdc15::pDM0052	  [URA3-­‐CDC15-­‐2	  SalI	  digested]	   This	  study	  
CGG9592	   JKM139	  +	  cdc15Δ::pCC155	  [TRP1-­‐CDC15-­‐2	  NcoI	  digested]	   This	  study	  
CGG9284	   JKM139	  +	  HPH-­‐ADH1-­‐OsTIR1	   This	  study	  
CGG9427	   JKM139	  +	  HPH-­‐ADH1-­‐OsTIR1	  cdc15::KANMX4-­‐IAA17-­‐
CDC15	  
This	  study	  
CGG9429	   JKM139	  +	  HPH-­‐ADH1-­‐OsTIR1	  cdc15::CDC15-­‐IAA17-­‐
KANMX4	  
This	  study	  
CCG10095	   JKM139	  +	  cdc20::TRP1-­‐3HA-­‐Pmet-­‐CDC20	  bar1Δ::HPHMX4	   This	  study	  
CCG1840	  
(JKM179)	  
MATα	  ho-­‐Δ	  hmlΔ::ADE1	  hmrΔ::ADE1	  ade1-­‐100	  leu2,3-­‐112	  
lys5	  ura3-­‐52	  trp1Δ::hisG	  ade3::GAL10-­‐HO	  
(Lee	  et	  al.,	  
1998)	  
CCG5621	   JKM179	  +	  URA3::CDC15-­‐2-­‐3HA	   CCG	  
CCG5622	   JKM179	  +	  URA3::CDC15-­‐2-­‐3HA	  cdc15::KANMX4	   CCG	  
CCG5624	   JKM179	  +	  URA3::CDC15-­‐2-­‐3HA	  cdc15::KANMX4	  
ddc2::DDC2-­‐GFP-­‐HPHNT1	  
CCG	  
CCG5627	   JKM179	  +	  URA3::CDC15-­‐2-­‐3HA	  cdc15::KANMX4	  
ku70::KU70-­‐GFP-­‐HPHNT1	  
CCG	  
CCG5629	   JKM179	  +	  URA3::CDC15-­‐2-­‐3HA	  cdc15::KANMX4	  
rad52::RAD52-­‐GFP-­‐HPHNT1	  
CCG	  
MGY146a	   MATa	  leu2	  ura3	  his3	  trp1	  ade2	  CDC14-­‐1	   C	  Nombela	  




MATa	  ura3-­‐1::GAL-­‐ATIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐11,15	  






MATa	  ura3-­‐1::ADH1-­‐ATIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐






MATa	  ura3-­‐1::ADH1-­‐OsTIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐
11,15	  leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  
(Nishimura	  et	  
al.,	  2009)	  
CCG8792	   MATa	  ura3-­‐1::GAL-­‐OsTIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐11,15	   (Nishimura	  et	  




leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	   al.,	  2009)	  
CCG8910	   MATa	  ura3-­‐1::GAL-­‐ATIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐11,15	  
leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  +	  CDC15-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8915	   MATa	  ura3-­‐1::GAL-­‐OsTIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐11,15	  
leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  +	  CDC15-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8987	   MATa	  ura3-­‐1::ADH1-­‐ATIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐
11,15	  leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  +	  CDC15-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8988	   MATa	  ura3-­‐1::ADH1-­‐OsTIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐
11,15	  leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  +	  CDC15-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8916	   MATa	  ura3-­‐1::GAL-­‐ATIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐11,15	  
leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  +	  CDC45-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8917	   MATa	  ura3-­‐1::ADH1-­‐ATIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐
11,15	  leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  +	  CDC45-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8918	   MATa	  ura3-­‐1::ADH1-­‐OsTIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐
11,15	  leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  +	  CDC45-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8919	   MATa	  ura3-­‐1::GAL-­‐OsTIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐11,15	  
leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100+	  CDC45-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8920	   MATa	  ura3-­‐1::GAL-­‐ATIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐11,15	  
leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  +	  CDC14-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8921	   MATa	  ura3-­‐1::ADH1-­‐OsTIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐
11,15	  leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  +	  CDC14-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8922	   MATa	  ura3-­‐1::GAL-­‐OsTIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐11,15	  
leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100+	  CDC14-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8997	   MATa	  ura3-­‐1::ADH1-­‐ATIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐
11,15	  leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  +	  CDC14-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8983	   MATa	  ura3-­‐1::GAL-­‐ATIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐11,15	  
leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  +	  CDC20-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8981	   MATa	  ura3-­‐1::ADH1-­‐ATIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐
11,15	  leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  +	  CDC20-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	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CCG8986	   MATa	  ura3-­‐1::ADH1-­‐OsTIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐




MATa	  ura3-­‐1::GAL-­‐OsTIR1-­‐9Myc(URA3)	  ade2-­‐1	  his3-­‐11,15	  
leu2-­‐3,112	  trp1-­‐1	  can1-­‐100	  +	  CDC20-­‐AID-­‐KANMX4	  
This	  study	  
CCG8895	   W303-­‐1	  mata	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐
100	  ade2	  ars608D::HIS3	  ars609D::TRP1	  PES4::I-­‐SceI(site)-­‐
LEU2	  rad52::RAD52-­‐GFP-­‐KANMX4	  pWJ1320[GAL1-­‐10	  I-­‐
SceI	  ADE2],	  bar1Δ::HPHNT1	  
This	  study	  
CCG8896	   W303-­‐1	  mata	  ura3-­‐1	  his3-­‐11,15	  	  trp1-­‐1	  leu2-­‐3,112	  can1-­‐
100	  ade2,	  	  	  ars608D::HIS3	  ars609D::TRP1	  RMD8::I-­‐
SceI(site)-­‐URA3	  RAD52-­‐GFP-­‐KANMX4	  pWJ1320[GAL1-­‐10	  I-­‐




ho-­‐Δ	  hml::ADE1	  MATa-­‐inc	  hmr::ADE1	  ade1	  leu2-­‐3,112	  lys5	  
trp1::hisG	  ura3-­‐52	  ade3::GAL::HO	  arg5,6::MATa::HPH	  
(Ira	  et	  al.,	  
2003)	  	   	   	   	  	   	  
Material	  and	  methods	  
	  221	  
6.2 S.	  cerevisiae	  plasmids	  	  The	  plasmids	  used	  in	  this	  study	  are	  outlined	  below.	  	  	  
Table	  3.	  Plasmids	  used	  for	  this	  study.	  	  
Name	   Insert	   Vector	   Reference	  
pCC155	   TRP1-­‐CDC15-­‐2	  (N-­‐terminal	  fragment)	   pRS404	   CCG	  
pDM0052	   URA3-­‐CDC15-­‐2-­‐3HA	   pRS416	   Sue	  Jaspersen	  
pMK38	   KANMX4-­‐IAA17	  (N-­‐terminal	  fusion)	   pKL187	   (Nishimura	  et	  al.,	  2009)	  
pMK43	   IAA17-­‐KANMX4	  (C-­‐terminal	  fusion)	   pYM18	   (Nishimura	  et	  al.,	  2009)	  
pWJ1320	   GAL1-­‐10-­‐I-­‐SceI	  (URA3	  and	  ADE2	  
markers)	  
pRS426	   (Lisby	  et	  al.,	  2003b)	  
CDC14-­‐1	   CDC14-­‐1-­‐GFP-­‐KANMX4	   pCR4-­‐
TOPO	  
CCG	  
0	   I-­‐SceI-­‐URA3-­‐RMD8	   pUC57	   This	  study	  (GeneCust)	  
1	   I-­‐SceI-­‐LEU2-­‐PES4	   pUC57	   This	  study	  (GeneCust)	  
61	   HPHMX4-­‐ADH1-­‐OsTIR1	   pRS413	   This	  study	  (GeneCust)	  
62	   NAT-­‐CDC15	   pRS402	   This	  study	  (GeneCust)	  
63	   NAT-­‐CDC15-­‐2	   pRS402	   This	  study	  (GeneCust)	  
133	   TRP1-­‐CDC15-­‐2	   pUC57	   This	  study	  (GeneCust)	  
140	   TRP1-­‐3HA-­‐PMETCDC20	   pUC57	   This	  study	  (GeneCust)	  
149	   TRP1-­‐CDC14-­‐1	   pUC57	   This	  study	  (GeneCust)	  
pFA6a	  –	  
natNT2	  
NATNT2	  deletion	  module	   pFA6a	   (Janke	  et	  al.,	  2004)	  
pFA6a	  –	  
hphNT1	  
HPHNT1	  deletion	  module	   pFA6a	   (Janke	  et	  al.,	  2004)	  
pFA6a	  –	  
kanMX4	  
KANMX4	  deletion	  module	   pFA6a	   (Janke	  et	  al.,	  2004)	  




HIS3MX6	  deletion	  module	   pFA6a	   (Janke	  et	  al.,	  2004)	  
pYM20	   9MYC-­‐HPHNT1	  (C-­‐terminal	  tag)	   pKS134	   (Janke	  et	  al.,	  2004)	  
pYM25	   yGFP-­‐HPHNT1	  (C-­‐terminal	  tag)	   pKS133	   (Janke	  et	  al.,	  2004)	  
pYM12	   yGFP-­‐KANMX4	  (C-­‐terminal	  tag)	   pFA6a-­‐	  
kanMX4	  
(Knop	  et	  al.,	  1999)	  
pAG25	   NATMX4	  (deletion	  module)	   pFA6	   (Goldstein	  and	  
McCusker,	  1999)	  
pAG32	   HPHMX4	  (deletion	  module)	   pFA6	   (Goldstein	  and	  
McCusker,	  1999)	  (GeneCust	  Europe,	  30b	  rue	  Dominique	  Land,	  L-­‐3505,	  Dudelange,	  Luxembourg;	  plasmids	  from	  all	  sources	  are	  archived	  within	  the	  CCG	  database)	  	  
6.3 Chemicals	  	  All	  the	  utilised	  reagents	  and	  chemicals	  were	  procured,	  unless	  otherwise	  specified,	  from	  Promega,	  Sigma,	  Qiagen,	  Roche,	  New	  England	  Biolabs,	  Invitrogen,	  Bio-­‐Rad,	  GE	  Healthcare,	  Kodak,	  Fisher	  Scientific,	  BIO	  101	  Systems,	  Fluka,	  ForMedium,	  Operon,	  Flowgen	  Biosciences,	  Amersham	  Biosciences,	  5Prime,	  National	  diagnostics,	  BD	  (Becton,	  Dickinson	  and	  Company),	  Roche,	  and	  BDH	  Laboratory	  Supplies.	  The	  Elga	  Maxima	  Ultra-­‐pure	  water	  distiller	  was	  as	  a	  source	  for	  water.	  	  
6.4 Solid	  and	  liquid	  media	  for	  S.	  cerevisiae	  growth	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Yeast	  extract	  peptone	  (YEP)	  and	  synthetic	  complete	  (SC)	  with	  drop	  out	  media	  lacking	  one	  or	  more	  amino	  acids	  were	  prepared	  according	  to	  standard	  recipes	  (Adams,	  1998).	  To	  generate	  solid	  media	  for	  Petri	  plates	  2%	  agar	  was	  added.	  Agar	  media	  supplemented	  with	  an	  aminoglycoside	  antibiotic	  was	  used	  for	  selection	  for	  strains:	  NAT	  or	  NATNT2	  or	  NATMX4	  (100	  μg/ml	  nourseothricin	  (cloNAT)	  of	  
Streptomyces	  noursei	  origon),	  HPH	  or	  HPHNT1	  or	  HPHMX4	  (300	  μg/ml	  hygromycin	  B	  of	  Streptomyces	  hygroscopicus	  origin),	  and	  KANMX4	  (400	  μg/ml	  geneticin	  (G418)	  of	  Micromonospora	  rhodorangea	  origin).	  Various	  carbon	  sources	  were	  used	  to	  grow	  yeast.	  Glucose	  (D),	  galactose	  (G),	  raffinose	  (R),	  and	  lactate	  (L;	  prepared	  according	  to	  the	  Haber	  Lab	  recipe	  at	  a	  final	  concentration	  of	  3%,	  pH	  5.5)(Haber,	  2005;	  Holmes	  and	  Haber,	  1999a)	  were	  added	  to	  agar	  or	  liquid	  media	  as	  a	  carbon	  source	  at	  a	  final	  concentration	  of	  2%	  (stock	  solutions	  prepared	  and	  sterilised	  by	  filtration).	  	  	  
6.5 S.	  cerevisiae	  growth	  conditions	  	  Liquid	  cultures	  were	  inoculated	  from	  freshly	  streaked	  agar	  Petri	  plates	  and	  incubated	  at	  30°C	  in	  a	  SM1003	  shaking	  incubator	  (Kuhner)	  at	  160	  to	  200	  rpm	  until	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.3	  to	  0.7	  (UV1101	  Biotech	  Photometer).	  Temperature-­‐sensitive	  strains	  were	  generally	  grown	  at	  the	  permissive	  temperature	  of	  25°C.	  Culture	  density	  was	  determined	  photometrically	  (OD595	  1.0	  ≈	  1.5	  x	  107	  cells/ml).	  Strains	  on	  agar	  Petri	  plates	  were	  stored	  at	  4°C	  for	  up	  to	  2	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months,	  and	  for	  long-­‐term	  storage	  stationary	  cells	  in	  16%	  glycerol	  solutions	  were	  placed	  at	  -­‐80°C.	  	  
6.6 Preparation	  of	  S.	  cerevisiae	  competent	  cells	  	  Cells	  from	  an	  exponentially	  growing	  culture	  were	  harvested	  at	  OD595	  0.4	  to	  0.8	  and	  pelleted.	  Washes	  were	  in	  sterile	  water	  of	  0.5	  times	  culture	  volume,	  followed	  by	  SORB	  solution	  of	  0.1	  times	  culture	  volume	  (100	  mM	  lithium	  acetate,	  10	  mM	  Tris-­‐HCl	  pH	  8,	  1	  mM	  EDTA	  pH	  8,	  1	  M	  sorbitol	  adjusted	  to	  pH	  8	  with	  acetic	  acid;	  sterilised	  by	  filtration)	  (Knop	  et	  al.,	  1999).	  The	  pelleted	  cells	  were	  re-­‐suspended	  in	  SORB	  to	  a	  final	  concentration	  of	  7.2	  μl/ml	  (360	  μl/50	  ml	  culture).	  Denatured	  (heated	  at	  95°C	  for	  5	  minutes	  before	  quenching	  on	  ice)	  salmon	  sperm	  DNA	  was	  added	  to	  a	  final	  concentration	  of	  1	  mg/ml.	  Competent	  cells	  were	  either	  used	  immediately	  or	  stored	  in	  aliquots	  at	  -­‐80°C	  until	  use.	  	  
6.7 DNA	  transformation	  in	  to	  S.	  cerevisiae	  	  Plasmid	  DNA	  (0.2	  μg	  of	  circular	  or	  1	  μg	  of	  linearized)	  or	  PCR	  DNA	  product	  (≥1	  μg)	  were	  added	  to	  25	  μl	  to	  50	  μl	  prepared	  competent	  cells.	  6	  volumes	  of	  PEG	  (100	  mM	  lithium	  acetate,	  10	  mM	  Tris-­‐HCl	  pH	  8,	  1	  mM	  EDTA	  pH	  8,	  40%	  (w/v)	  PEG-­‐3350;	  sterilised	  by	  filtration,	  stored	  at	  4°C)	  was	  added	  and	  the	  cell	  suspension	  was	  incubated	  for	  at	  least	  30	  minutes	  at	  room	  temperature	  (Gietz	  and	  Schiestl,	  2007a,	  b;	  Knop	  et	  al.,	  1999).	  DMSO	  was	  added	  to	  a	  final	  concentration	  of	  10%	  prior	  to	  heat	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shock	  at	  42°C	  for	  15	  to	  20	  minutes	  (Gietz	  and	  Schiestl,	  2007a,	  b;	  Knop	  et	  al.,	  1999).	  Cells	  were	  pelleted,	  and	  either	  re-­‐suspended	  in	  to	  sterile	  water	  and	  spread	  on	  to	  SC	  agar	  Petri	  plates	  lacking	  one	  or	  more	  amino	  acids,	  or	  re-­‐suspended	  in	  YEPD	  media	  and	  incubated	  for	  between	  4	  and	  8	  hours	  prior	  to	  spreading	  on	  to	  YEPD	  Petri	  plates	  supplemented	  with	  an	  aminoglycoside	  antibiotic.	  Cells	  were	  generally	  incubated	  at	  30°C,	  but	  in	  the	  presence	  of	  a	  temperature-­‐sensitive	  conditional	  allele	  were	  generally	  incubated	  at	  25°C.	  	  
6.8 S.	  cerevisiae	  genomic	  integration	  by	  homologous	  recombination	  	  Chromosomal	  gene	  deletions	  or	  insertions	  of	  fusions	  were	  performed	  with	  a	  PCR	  strategy	  (Goldstein	  and	  McCusker,	  1999;	  Goldstein	  et	  al.,	  1999;	  Janke	  et	  al.,	  2004;	  Knop	  et	  al.,	  1999;	  Longtine	  et	  al.,	  1998).	  DNA	  cassettes	  containing	  a	  selectable	  marker,	  and	  where	  appropriate	  an	  epitope	  fusion,	  were	  amplified	  with	  primer	  pairs	  that	  have	  flanking	  sequences	  that	  direct	  integration	  by	  homologous	  recombination	  at	  a	  specific	  locus.	  Successful	  transformants	  were	  screened	  with	  primers	  pairs	  by	  colony	  PCR	  for	  correct	  site-­‐specific	  integration.	  Phenotype	  was	  characterised	  if	  possible	  in	  suitable	  conditions	  by	  growth	  on	  agar	  and	  in	  culture,	  protein	  level	  by	  Western	  blotting,	  and	  cell	  cycle	  arrest	  by	  microscopy	  and	  FACS,	  as	  appropriate.	  	  
6.9 Phenotype	  analysis	  by	  drops	  and	  streaking	  on	  agar	  media	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For	  semi-­‐quantitative	  drops,	  10-­‐fold	  dilutions	  of	  fresh	  cells	  were	  made	  in	  sterile	  water	  after	  harvesting	  from	  exponentially	  growing	  cell	  cultures	  or	  fresh	  agar	  Petri	  plates	  with	  the	  first	  dilution	  of	  OD595	  =	  1.0.	  Cells	  were	  spotted	  as	  2	  μl	  to	  6	  μl	  drops	  onto	  agar	  Petri	  plates,	  supplemented	  with	  additives	  or	  lacking	  amino	  acids,	  as	  appropriate,	  and	  incubated	  at	  an	  appropriate	  temperature	  generally	  between	  for	  three	  to	  five	  days	  prior	  to	  photography.	  For	  qualitative	  streaking,	  cells	  from	  a	  fresh	  agar	  Petri	  plate	  were	  evenly	  streaked	  on	  pre-­‐sectored	  Petri	  plates	  supplemented	  with	  additives	  and	  incubated	  at	  appropriate	  temperatures.	  	  
6.10 Cell	  division	  cycle	  synchronisation	  and	  terminal	  arrest	  	  α-­‐factor	  mating	  pheromone	  (Sigma)	  was	  added	  to	  exponentially	  growing	  MATa	  cell	  cultures	  at	  OD595	  0.3	  to	  0.5.	  For	  bar1Δ	  strains	  cultures	  were	  treated	  with	  1	  μg/ml	  followed	  by	  0.5	  μg/ml/1.5	  hours	  until	  ≥90%	  of	  cells	  are	  un-­‐budded	  with	  a	  shmoo	  mating	  projection	  by	  immediate	  bright	  field	  microscopy,	  indicating	  G1	  arrest.	  For	  BAR1	  strains	  10	  μg/ml	  followed	  by	  5	  μg/ml/1.5	  hours	  α-­‐factor	  was	  used.	  	  G1-­‐arrested	  cells	  were	  released	  in	  to	  S	  phase	  after	  five	  washes	  in	  in	  a	  large	  volume	  of	  pre-­‐warmed	  culture	  medium	  with	  200	  μg/ml	  of	  pronase	  E	  of	  Streptomyces	  
griseus	  origin	  (Sigma).	  Cultures	  were	  generally	  diluted	  to	  OD595	  0.3	  to	  0.5	  and	  monitored	  for	  budding,	  indicating	  release	  in	  to	  S	  phase	  with	  Cdk1	  activity	  and	  DNA	  replication.	  For	  cultures	  that	  required	  mitotic	  metaphase	  arrest	  cells	  were	  treated	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with	  nocodazole	  (Sigma),	  initially	  15	  μg/ml	  followed	  by	  7.5	  μg/ml/1.5	  hours.	  For	  temperature-­‐sensitive	  alleles,	  cultures	  incubated	  at	  the	  restrictive	  temperature,	  which	  was	  generally	  37°C.	  For	  ligand-­‐sensitive	  constructs,	  such	  as	  PMETCDC20,	  cultures	  were	  treated	  with	  the	  appropriate	  ligand,	  e.g.,	  10	  mM	  methionine	  in	  this	  case.	  Monitoring	  of	  cell	  cycle	  progression	  was	  by	  immediate	  bright	  field	  microscopy	  in	  the	  first	  instance,	  supplemented	  by	  phase	  contrast	  and	  fluorescence	  imaging,	  as	  appropriate	  	  Cycling	  cultures	  at	  OD595	  0.3	  to	  0.5	  were	  arrested	  at	  metaphase	  with	  nocodazole	  as	  described,	  or	  incubated	  at	  the	  restrictive	  temperature	  in	  the	  presence	  of	  a	  temperature-­‐sensitive	  allele,	  or	  treated	  with	  a	  ligand	  in	  appropriate	  constructs.	  	  
6.11 Cell	  cycle	  analysis	  by	  microscopy	  	  For	  bright	  field	  microscopy,	  fresh	  2	  μl	  to	  4	  μl	  samples	  of	  culture	  were	  harvested	  and	  spotted	  on	  to	  glass	  slides,	  followed	  by	  the	  application	  of	  a	  coverslip.	  Cells	  were	  counted	  in	  at	  least	  three	  fields	  at	  x40	  optical	  magnification.	  For	  phase	  and	  fluorescence	  microscopy	  generally	  1	  ml	  of	  OD595	  0.5	  culture	  cells	  were	  harvested	  and	  pelleted.	  The	  cells	  were	  re-­‐suspended	  in	  to	  70%	  ethanol	  and	  stored	  at	  4°C.	  To	  visualize	  the	  nuclei	  of	  intact	  cells,	  pellets	  were	  re-­‐suspended	  in	  sterile	  water	  with	  Triton	  X-­‐100	  to	  a	  final	  concentration	  of	  1%,	  with	  25	  ng/ml	  DAPI/anti-­‐fade.	  To	  visualise	  GFP	  foci,	  harvested	  cells	  were	  washed	  in	  PBS	  before	  immediate	  visualisation	  or	  the	  pellet	  was	  frozen	  at	  -­‐80°C.	  A	  series	  of	  z-­‐focal	  plane	  images	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were	  collected	  on	  Leica	  IRB	  using	  a	  Hamamatsu	  D742-­‐95	  digital	  camera	  and	  OpenLab™	  software	  (Improvision).	  A	  tuneable	  light	  source	  (Polychrome	  IV	  (Photonics))	  with	  a	  xenon	  lamp	  or	  an	  ultraviolet	  mercury	  lamp	  (Leica)	  was	  used.	  Images	  in	  different	  z-­‐axis	  planes	  were	  flattened	  in	  to	  a	  two-­‐dimensional	  projection	  and	  processed	  in	  OpenLab.	  Cells	  from	  at	  least	  three	  fields	  were	  photographed	  and	  counted	  at	  x63	  optical	  magnification.	  	  
6.12 Cell	  cycle	  analysis	  by	  flow	  cytometry	  	  1	  ml	  of	  OD595	  0.5	  culture	  cells	  were	  harvested	  and	  pelleted	  before	  fixing	  with	  70%	  ethanol	  and	  storage	  at	  4°C	  for	  up	  to	  two	  weeks.	  Cells	  were	  pelleted	  and	  re-­‐suspended	  in	  SSC	  (3	  M	  NaCl,	  0.3	  M	  sodium	  citrate,	  pH	  7)	  containing	  either	  0.1	  mg/ml	  RNase	  A	  (Qiagen)	  for	  incubation	  overnight	  or	  0.8	  mg/ml	  RNase	  A	  for	  2	  hours	  at	  37°C.	  Proteinase	  K	  (Qiagen)	  to	  a	  final	  concentration	  of	  0.1	  mg/ml	  was	  added	  before	  incubation	  for	  1	  hour	  at	  50°C.	  Cells	  were	  sonicated,	  and	  propidium	  iodide	  in	  SSC	  was	  added	  to	  a	  final	  concentration	  of	  1	  μg/ml	  before	  incubation	  for	  1	  hour	  at	  room	  temperature	  in	  the	  dark.	  Cells	  were	  diluted	  five-­‐fold	  in	  to	  SSC	  and	  analysed	  using	  a	  FACScan	  cytometer	  (Becton	  Dickinson)	  and	  CellQuest	  Pro	  (Becton	  Dickinson)	  software.	  	  
6.13 DSB	  induction	  and	  repair	  in	  GAL10-­‐HO	  ho-­‐Δ	  constructs	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Strains	  capable	  of	  inducing	  conditional	  HO-­‐induced	  DSBs	  contained	  GAL10-­‐HO	  (Sandell	  and	  Zakian,	  1993),	  with	  deletion	  of	  endogenous	  ho,	  were	  grown	  as	  previous	  described	  (Haber,	  2002,	  2005).	  Fresh	  cells	  from	  YEPD	  Petri	  plates	  were	  inoculated	  in	  to	  10	  ml	  of	  YEPD	  and	  incubated	  at	  30°C	  until	  exponential	  growth	  of	  OD595	  0.5	  (Holmes	  and	  Haber,	  1999a;	  Sugawara	  and	  Haber,	  2006).	  Incubation	  was	  generally	  at	  25°C	  in	  constructs	  with	  temperature-­‐sensitive	  alleles.	  Cells	  were	  harvested	  and	  diluted	  to	  OD595	  0.05	  in	  100	  ml	  of	  YEPL	  or	  YEPR	  for	  overnight	  growth.	  Cells	  were	  diluted	  when	  exponential	  growth	  of	  OD595	  was	  achieved	  in	  200	  ml	  of	  YEPL	  or	  YEPR	  and	  cell	  division	  cycle	  arrested	  or	  permitted	  to	  cycle	  until	  OD595	  0.5.	  For	  expression	  of	  HO	  and	  DSB	  induction,	  cultures	  were	  treated	  with	  galactose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%.	  For	  pulsed	  HO	  expression,	  cultures	  were	  treated	  with	  glucose	  to	  a	  final	  concentration	  of	  2%	  after	  60	  to	  90	  minutes	  of	  HO	  expression	  (temperature	  and	  nocodazole	  dependent	  (Holmes	  and	  Haber,	  1999b;	  Wang	  and	  Haber,	  2004;	  Wang	  et	  al.,	  2004b))	  later	  to	  repress	  GAL10-­‐HO	  expression,	  and	  permit	  DSB	  repair.	  	  
6.14 Post	  DSB	  repair	  survival	  assay	  	  This	  survival	  assay	  was	  adapted	  from	  similar	  assays	  (Aylon	  and	  Kupiec,	  2003;	  Aylon	  et	  al.,	  2003;	  Aylon	  et	  al.,	  2004).	  Cells	  of	  OD595	  0.5	  were	  harvested	  12	  hours	  after	  DSB	  induction	  and	  diluted	  into	  sterile	  water	  500,000-­‐fold	  before	  being	  spread	  onto	  YEPD	  agar	  Petri	  plates	  in	  triplicate.	  Colonies	  were	  counted	  after	  incubation	  for	  three	  to	  five	  days	  at	  37°C.	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6.15 Molecular	  biology	  and	  biochemical	  methods	  	  
6.15.1 Bacterial	  methods	  	  
6.15.1.1 Bacterial	  growth	  conditions	  	  Bacterial	  strains	  were	  spread	  on	  to	  LB	  agar	  Petri	  plates	  and	  incubated	  at	  37°C.	  Colonies	  were	  inoculated	  into	  LB	  culture	  media	  and	  incubated	  at	  37°C	  shaking	  at	  180	  to	  200	  rpm.	  Successfully	  transformed	  bacteria	  were	  selected	  with	  50	  μg/ml	  ampicillin	  or	  kanamycin	  supplementation.	  Strains	  were	  stored	  for	  up	  to	  7	  days	  on	  agar	  Petri	  plates	  at	  4°C.	  For	  longer	  term	  storage	  cells	  were	  suspended	  in	  16%	  glycerol	  and	  frozen	  at	  -­‐80°C.	  	  
6.15.1.2 Bacterial	  transformation	  	  50	  μl	  of	  E.	  coli	  One	  Shot	  TOP10	  chemically	  competent	  cells	  (Invitrogen)	  and	  10	  ng	  of	  plasmid	  DNA	  were	  mixed	  and	  incubated	  on	  ice	  for	  30	  minutes.	  Cells	  were	  then	  placed	  at	  42°C	  for	  30	  seconds	  before	  being	  incubated	  on	  ice	  for	  a	  further	  2	  minutes.	  250	  μl	  to	  1	  ml	  of	  pre	  warmed	  SOC	  media	  was	  added	  to	  the	  cells	  before	  incubation	  at	  37°C	  for	  1	  hour.	  Cells	  were	  then	  spread	  on	  to	  Petri	  plates	  supplemented	  with	  50	  μg/ml	  ampicillin	  or	  kanamycin	  for	  selection	  and	  incubated	  overnight	  at	  37°C.	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6.15.1.3 Isolation	  of	  plasmid	  DNA	  from	  E.	  coli	  	  Bacterial	  colonies	  were	  cultured	  in	  either	  5	  ml	  or	  50	  ml	  LB	  media	  with	  appropriate	  selection.	  The	  QIAprep	  Spin	  Miniprep	  kit	  (Qiagen)	  or	  the	  Plasmid	  Midi	  Kit	  (Qiagen)	  was	  used	  to	  harvest	  plasmid	  DNA	  from	  the	  small	  and	  large	  cultures	  respectively,	  according	  to	  manufacturer’s	  instructions.	  	  
6.15.2 Polymerase	  chain	  reaction	  (PCR)	  	  
6.15.2.1 HR	  integration,	  cloning	  or	  sequencing	  	  The	  Expand	  High	  Fidelity	  System	  (Roche)	  was	  used	  (primers	  at	  0.3	  μM	  and	  dNTP	  mix	  at	  300	  μM).	  The	  polymerase	  mix	  (Tgo	  and	  Taq	  polymerases)	  had	  proof-­‐reading	  activity.	  For	  PCR	  products	  with	  a	  high	  GC	  content	  (NAT	  and	  NATNT2),	  DMSO	  was	  added	  to	  a	  final	  concentration	  of	  1	  to	  5%	  (Janke	  et	  al.,	  2004).	  PCR	  conditions	  for	  the	  Eppendorf	  Mastercycler:	  initial	  denaturation	  step	  of	  95°C	  for	  3	  minutes;	  amplification	  cycle	  of	  94°C	  for	  1	  minute,	  52°C	  for	  30s,	  72°C	  for	  1	  minute/kb	  repeated	  10	  times	  then	  94°C	  for	  1	  minute,	  55°C	  for	  30s,	  72°C	  for	  1	  minute/kb	  repeated	  20	  times;	  and	  a	  final	  extension	  step	  of	  72°C	  for	  10	  minutes.	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6.15.2.2 Colony	  PCR	  	  A	  small	  amount	  of	  yeast	  from	  a	  colony	  was	  re-­‐suspended	  with	  25	  μl	  Go	  Taq	  Flexi	  DNA	  polymerase	  (Promega)	  PCR	  reaction	  mix	  (primers	  at	  0.3	  μM	  and	  dNTP	  mix	  at	  300	  μM).	  PCR	  conditions	  for	  the	  Eppendorf	  Mastercycler:	  initial	  denaturation	  step	  of	  95°C	  for	  5	  minutes;	  amplification	  cycle	  of	  94°C	  for	  30s,	  55°C	  for	  30s,	  72°C	  for	  1	  minute/kb	  repeated	  30	  times;	  and	  a	  final	  extension	  step	  of	  72°C	  for	  10	  minutes.	  	  
6.15.3 Molecular	  cloning	  	  
6.15.3.1 Restriction	  digest	  of	  DNA	  	  Restriction	  enzymes	  were	  used	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  instructions	  (New	  England	  Biolabs)	  for	  sequence-­‐specific	  cleavage	  of	  DNA.	  Digestion	  of	  1	  μg	  DNA	  was	  generally	  with	  5	  to	  10	  units	  of	  restriction	  enzyme.	  Reaction	  samples	  were	  incubated	  at	  the	  recommended	  temperature	  for	  between	  1	  hour	  and	  overnight.	  Digestion	  was	  checked	  in	  0.8%	  to	  1%	  agarose	  after	  electrophoresis.	  	  
6.15.3.2 Separation	  of	  DNA	  fragments	  by	  agarose	  gel	  electrophoresis	  	  DNA	  samples	  in	  loading	  buffer	  (Promega)	  were	  run	  on	  0.8%	  to	  1%	  agarose	  gels,	  containing	  0.5	  μg/ml	  ethidium	  bromide	  at	  between	  30	  and	  120	  V	  in	  TBE	  (1	  M	  Tris,	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0.9	  M	  boric	  acid,	  and	  0.01	  M	  EDTA)	  buffer.	  DNA	  was	  visualized	  using	  an	  UV	  transilluminator	  (324	  nm).	  	  
6.15.3.3 Purification	  of	  DNA	  fragments	  from	  agarose	  gels	  	  The	  DNA	  fragment	  was	  liberated	  from	  an	  agarose	  gel	  using	  a	  clean	  scalpel	  blade.	  DNA	  was	  purified	  using	  QIAquick	  Gel	  Extraction	  Kit	  (Qiagen)	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  instructions.	  	  
6.15.3.4 Ligation	  of	  DNA	  fragments	  	  Digested	  fragments	  were	  ligated	  into	  dephosphorylated	  digested	  vector	  (dephosphorylated	  using	  Shrimp	  Alkaline	  Phosphatase	  (Promega))	  using	  the	  Rapid	  DNA	  ligation	  kit	  (Roche),	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  instructions.	  PCR	  products	  were	  cloned	  into	  the	  Zero	  Blunt	  TOPO	  PCR	  Cloning	  vector	  (Invitrogen),	  according	  to	  the	  manufacturer’s	  instructions.	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6.16 Genomic	  DNA	  analysis	  methods	  	  
6.16.1 Pulsed-­‐field	  gel	  electrophoresis	  (PFGE)	  	  
6.16.1.1 Isolation	  of	  genomic	  S.	  cerevisiae	  DNA	  plugs	  	  A	  final	  concentration	  of	  0.1%	  sodium	  azide	  was	  added	  to	  fix	  10	  ml	  of	  OD595	  0.5	  to	  0.6	  cells	  harvested	  from	  cell	  culture,	  which	  were	  washed	  3	  times	  in	  1	  ml	  PFGE	  buffer	  1	  (10	  mM	  Tris-­‐HCl	  pH	  8,	  50	  mM	  EDTA)	  before	  freezing	  the	  pellet	  at	  -­‐80°C	  or	  immediate	  use.	  Cells	  were	  re-­‐suspended	  in	  to	  140	  μl	  2x	  sphero	  buffer	  (10	  mM	  sodium	  phosphate	  buffer	  pH	  7,	  200	  mM	  EDTA,	  40	  mM	  dithiothreitol	  (DTT),	  1	  mg/ml	  zymolyase	  20T),	  pre-­‐warmed	  to	  50°C.	  140	  μl	  2%	  low	  melting	  point	  agarose	  at	  50°C	  was	  immediately	  added	  and	  the	  mixture	  was	  divided	  between	  3	  PFGE	  plug	  moulds	  (Bio-­‐Rad	  Laboratories).	  Following	  polymerisation	  after	  incubation	  at	  4°C	  for	  at	  least	  30	  minutes,	  plugs	  were	  liberated	  from	  the	  moulds	  into	  1x	  sphero	  buffer	  and	  incubated	  overnight	  at	  37°C.	  The	  sphero	  buffer	  was	  aspirated	  and	  the	  plugs	  were	  incubated	  in	  1	  ml	  PK	  buffer	  (10	  mM	  Tris-­‐HCl	  pH	  7.5,	  400	  mM	  EDTA,	  1%	  sarcosyl,	  2	  mg/ml	  Proteinase	  K)	  at	  50°C	  for	  one	  or	  two	  days.	  Plugs	  were	  washed	  twice	  in	  PFGE	  buffer	  1	  and	  stored	  in	  PFGE	  buffer	  1	  at	  4°C	  for	  up	  to	  1	  year	  or	  used	  immediately.	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6.16.1.2 Separation	  of	  S.	  cerevisiae	  chromosomes	  by	  PFGE	  	  Plugs	  were	  loaded	  in	  to	  a	  1%	  high	  strength	  MegaSieve	  agarose	  (Flowgen	  Bioscience	  Ltd)	  TBE	  gel	  in	  0.5x	  TBE,	  using	  the	  CHEF-­‐DR	  II	  system	  (Bio-­‐Rad	  Laboratories).	  The	  cooling	  module	  was	  set	  at	  14°C,	  with	  the	  pump	  operating	  maximally	  at	  100,	  with	  3	  L	  cooled	  0.5x	  TBE	  circulating.	  The	  control	  module	  was	  set	  to	  block	  1,	  60	  to	  120	  second	  ramp,	  6	  V/cm,	  for	  24	  hours	  (Bio-­‐Rad	  Laboratories,	  2011).	  Gels	  were	  stained	  in	  0.5x	  TBE	  with	  1	  μg/ml	  ethidium	  bromide	  for	  at	  least	  1	  hour	  prior	  to	  exposure	  and	  photography.	  	  
6.16.2 Southern	  probing	  	  
6.16.2.1 Isolation	  of	  genomic	  S.	  cerevisiae	  DNA	  	  10	  ml	  of	  yeast	  culture	  of	  OD595	  0.5	  to	  0.6	  was	  harvested	  and	  the	  pellet	  was	  stored	  on	  dry	  ice	  before	  long-­‐term	  storage	  at	  -­‐80°C	  (Sugawara	  and	  Haber,	  2006).	  Cells	  were	  re-­‐suspended	  in	  to	  400	  μl	  of	  DNA	  extraction	  buffer	  (1%	  SDS,	  100	  mM	  NaCl,	  50	  MM	  Tris-­‐HCl	  pH	  8,	  10	  mM	  EDTA	  pH	  8),	  4	  μl	  β-­‐mercaptoethanol,	  2	  μl	  RNAse	  A,	  and	  80	  units	  lyticase	  of	  Arthrobacter	  luteus	  origin	  (Sigma)	  were	  added	  to	  each	  sample	  which	  was	  then	  incubated	  for	  10	  minutes	  on	  a	  heating	  block	  at	  37°C.	  450	  μl	  of	  phenol:chloroform:isoamyl	  alcohol	  (25:24:1)	  were	  added	  to	  each	  sample.	  They	  were	  emulsified	  over	  20	  minutes	  on	  a	  rotating	  wheel	  at	  room	  temperature.	  Each	  sample	  was	  transferred	  in	  to	  a	  gel	  lock	  phase	  tube	  (prepared	  according	  to	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manufacturer’s	  instructions;	  5Prime)	  before	  centrifugation	  at	  1200	  rpm	  for	  5	  minutes.	  The	  aqueous	  phase	  was	  transferred	  to	  a	  fresh	  Eppendorf	  tube	  containing	  two	  volumes	  (usually	  800	  μl)	  of	  100%	  ethanol	  at	  4°C.	  Samples	  were	  centrifuged	  at	  14000	  rpm	  for	  30	  minutes	  at	  4°C.	  The	  supernatant	  was	  poured	  away	  and	  1	  ml	  of	  70%	  ethanol	  was	  added	  before	  centrifugation	  for	  another	  10	  minutes.	  Ethanol	  was	  poured	  away	  and	  the	  pellet	  was	  air-­‐dried	  for	  around	  20	  minutes.	  Dry	  DNA	  was	  re-­‐suspended	  in	  150	  μl	  TE	  Buffer	  (10	  mM	  Tris-­‐HCl,	  pH	  8,	  1	  mM	  EDTA	  pH	  8).	  DNA	  concentration	  was	  measured	  in	  a	  NanoDrop	  ND-­‐1000	  spectrophotometer	  (Labtech).	  2	  to	  5	  μl	  of	  DNA	  was	  loaded	  on	  to	  a	  0.8%	  mini-­‐agarose	  gel	  with	  ethidium	  bromide	  to	  a	  final	  concentration	  of	  5	  μg/ml.	  	  	  
6.16.2.2 Digestion	  of	  genomic	  DNA	  and	  agarose	  electrophoresis	  	  Genomic	  DNA	  extract	  concentration	  was	  determined	  and	  normalised	  across	  samples.	  35	  μl	  of	  genomic	  DNA	  was	  digested	  with	  StyI-­‐HF	  of	  Salmonella	  Typhi	  origin	  and	  incubated	  overnight	  at	  37°C	  in	  a	  40	  μl	  reaction	  volume.	  Digested	  DNA	  and	  was	  separated	  in	  a	  1%	  high	  strength	  MegaSieve	  agarose	  (Flowgen	  Bioscience	  Ltd)	  TBE	  gel	  by	  electrophoresis	  for	  24	  hours	  at	  35	  V.	  	  	  
6.16.2.3 Southern	  transfer	  	  The	  DNA	  size	  ladder	  was	  cut	  off	  with	  a	  clean	  scalpel	  and	  stained	  with	  1	  μg/ml	  ethidium	  bromide	  in	  TBE	  for	  1	  hour	  before	  visualisation	  and	  photography.	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Figure	  40.	  Southern	  capillary	  transfer	  method.	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The	  blot	  was	  UV	  cross-­‐linked	  by	  the	  auto-­‐crosslinking	  function	  of	  the	  UV	  Stratalinker®	  2400	  (Stratagene)	  with	  1200	  J,	  and	  was	  washed	  in	  5x	  SSC	  for	  at	  least	  6	  hours	  before	  air-­‐drying	  or	  immediate	  probing.	  	  	  	  
6.16.2.4 Southern	  probing	  	  A	  non-­‐radioactive	  probe	  was	  hybridised	  to	  the	  membrane	  overnight	  (hybridiser	  tube,	  Techne)	  after	  at	  least	  one	  hour	  in	  blocking	  buffer	  (5%	  dextran	  sulphate	  sodium	  salt,	  5%	  Rapid	  Hyb-­‐buffer	  (GE	  Healthcare),	  0.1%	  SDS,	  5x	  SSC)	  at	  60°C.	  The	  membrane	  was	  washed	  at	  60°C	  twice	  in	  SSC	  and	  0.1%	  SDS,	  followed	  by	  0.5x	  SSC	  with	  0.1%	  SDS.	  The	  membrane	  was	  blocked	  for	  1	  hour	  in	  AB	  buffer	  (100	  mM	  Tris-­‐HCl,	  150	  mM	  NaCl,	  NaOH	  pH	  7.5)	  and	  1%	  skimmed	  milk	  powder.	  A	  subsequent	  hour	  of	  incubation	  was	  in	  AB	  buffer	  and	  0.5%	  milk	  powder	  with	  alkaline	  phosphatase	  anti-­‐fluorescein-­‐AP	  FAB	  fragments	  (Roche).	  The	  membrane	  was	  washed	  three	  times	  with	  AB	  buffer	  and	  0.2%	  Tween	  20	  (Sigma).	  CDP-­‐Star	  substrate	  (Amersham	  Biosciences,	  GE	  Healthcare)	  was	  then	  added	  to	  cover	  the	  membrane	  for	  6	  months,	  permitting	  visualisation	  of	  the	  DNA	  bound	  to	  the	  probe.	  	  
6.16.2.5 Probes	  for	  Southern	  hybridization	  	  DNA	  probes	  were	  created	  by	  PCR	  amplification	  with	  primer	  pairs	  and	  genomic	  DNA	  extract	  (CCG1840),	  which	  was	  agarose	  gel	  purified	  using	  the	  QIAquick	  Gel	  Extraction	  Kit	  (Qiagen)	  or	  directly	  with	  the	  QIAquick	  PCR	  purification	  kit	  (Qiagen).	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1	  μg	  DNA	  (≈	  10	  μl	  clean	  PCR	  product)	  was	  labelled	  with	  4	  μl	  Fluorescein	  High	  Prime	  mix	  (Roche)	  and	  incubated	  with	  6	  μl	  sterile	  water	  for	  1	  hour	  at	  37°C.	  Removal	  of	  excess	  unincorporated	  fluorescent	  nucleotides	  was	  with	  the	  QIAquick	  Nucleotide	  Removal	  Kit	  (Qiagen).	  The	  cleaned	  probe	  was	  re-­‐suspended	  in	  to	  TE	  buffer	  (Qiagen).	  	  Primer	  pair	  for	  the	  701	  bp	  MAT	  distal	  probe	  that	  anneals	  to	  chromosome	  III	  (Shroff	  et	  al.,	  2004):	  CCG43	  (a.	  49)	  	   5’-­‐CATGCGGTTCACATGACTTTTGAC-­‐3’	  CCG46	  (b.	  53)	  	   5’-­‐AGGATGCCCTTGTTTTGTTTACTG-­‐3’	  	  Primer	  pair	  for	  the	  237	  bp	  ACT1	  probe	  that	  anneals	  to	  chromosome	  VI	  (McAleenan	  et	  al.,	  2013):	  CCG250	   	   5’-­‐GGTATTGTTTTGGATTCCGGTGA-­‐3’	  CCG251	   	   5’-­‐	  TTGCATTTCTTGTTCGAAGTCCA-­‐3’	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6.17 Protein	  analysis	  methods	  	  
6.17.1 SDS-­‐PAGE	  and	  Western	  blotting	  	  
6.17.1.1 Protein	  extraction	  under	  native	  conditions	  	  10	  ml	  of	  culture	  cells	  were	  harvested	  with	  an	  OD595	  0.6	  to	  0.8,	  washed	  with	  PBS	  and	  the	  pellet	  stored	  at	  -­‐80°C.	  The	  cell	  pellet	  was	  re-­‐suspended	  in	  to	  50	  μl	  of	  RIPA	  buffer	  (10	  mM	  sodium	  phosphate,	  150	  mM	  NaCl,	  1%	  Triton-­‐X,	  0.1%	  SDS,	  10	  mM	  EDTA,	  1%	  Nonidet-­‐P40	  (NP40)),	  and	  one	  volume	  of	  glass	  beads	  were	  added.	  Cells	  were	  lysed	  by	  3	  cycles	  of	  20	  seconds,	  power	  5.5	  in	  a	  FastPrep	  FP120	  (BIO	  101)	  machine.	  The	  base	  of	  the	  tube	  was	  punctured	  with	  a	  hot	  21-­‐gauge	  hypodermic	  needle	  and	  the	  suspension	  centrifuged	  into	  a	  new	  tube,	  without	  the	  glass	  beads	  for	  1	  minute	  at	  2000	  rpm	  at	  4°C.	  Cell	  lysate	  was	  clarified	  by	  further	  centrifugation	  for	  10	  minutes	  at	  14000	  rpm	  at	  4°C.	  Protein	  concentration	  was	  determined	  using	  a	  PierceTM	  BCA	  (bicinchoninic	  acid)	  protein	  assay	  kit	  (Thermo	  Scientific).	  The	  normalised	  protein	  supernatant	  was	  retained	  and	  stored	  at	  -­‐20°C	  or	  mixed	  with	  loading	  buffer	  (60	  mM	  Tris	  pH	  6.8,	  2%	  SDS,	  10%	  glycerol,	  0.2%	  bromophenol	  blue)	  and	  incubated	  at	  95°C	  for	  5	  minutes	  before	  loading	  for	  SDS-­‐PAGE.	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6.17.1.2 SDS	  PAGE	  	  The	  Bio	  Rad	  Mini-­‐PROTEAN	  3	  system	  was	  used	  for	  SDS-­‐PAGE	  with	  10%	  acrylamide	  gels.	  The	  resolving	  casting	  solution:	  33.4%	  ProtoGel	  acrylamide	  solution,	  26%	  ProtoGel	  resolving	  buffer,	  0.2%	  N,N,N1,N1	  tetramethylethylenediamine	  (TEMED);	  stacking	  casting	  solution:	  13%	  ProtoGel	  acrylamide	  solution,	  25%	  ProtoGel	  stacking	  buffer,	  0.2%	  ammonium	  persulphate	  (APS).	  Gels	  were	  run	  at	  120	  V	  in	  Tris-­‐glycine-­‐SDS	  running	  buffer.	  All	  reagents	  were	  from	  National	  Diagnostics.	  	  
6.17.1.3 Western	  blot	  	  SDS-­‐PAGE	  gels	  were	  transferred	  to	  polyvinylidene	  fluoride	  (PVDF)	  transfer	  membrane	  (Amersham	  Hybond-­‐P,	  GE	  Healthcare)	  in	  the	  Bio-­‐Rad	  Mini	  Trans-­‐Blot	  Electrophoretic	  Transfer	  Cell	  with	  Tris-­‐glycine	  blotting	  buffer	  (National	  Diagnostics)	  with	  20%	  methanol,	  and	  run	  for	  1	  hour	  at	  280	  mA.	  	  
6.17.1.4 Immunological	  detection	  	  Membranes	  were	  blocked	  in	  5%	  skimmed	  milk	  powder	  in	  PBS	  with	  0.1%	  Tween-­‐20	  (PBS-­‐T)	  for	  1	  hour	  at	  4°C,	  then	  incubated	  with	  mouse	  monoclonal	  anti-­‐c-­‐myc	  IgG1	  κ	  antibody	  9E10	  (Roche)	  at	  a	  1/5000	  dilution	  in	  blocking	  solution	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Table	  4.	  Abbreviations	  




AID	   IAA17	  auxin-­‐inducible	  degron	  
APC	   anaphase-­‐promoting	  complex	  
BIR	   break	  induced	  replication	  
BRCT	   BRCA1	  C-­‐terminus	  
CAK	   cyclin-­‐activating	  kinase	  
CCG	   cell	  cycle	  group	  
CDK	   cyclin-­‐dependent	  kinase	  
CKIs	   cyclin	  dependent	  kinase	  inhibitors	  
DAPI	   4',6-­‐diamidino-­‐2-­‐phenylindole	  
DDK	   Dbf4-­‐dependent	  kinase	  
DMSO	   dimethyl	  sulfoxide	  
DTT	   dithiothreitol	  
EDTA	   	  
EDTA	   ethylenediaminetetraacetic	  acid	  
ER	   endoplasmic	  reticulum	  
FEAR	   CDC	  Fourteen	  Early	  Anaphase	  Release	  
GCR	   gross	  chromosomal	  translocation	  
IAA	   indole-­‐3-­‐acetic	  acid	  
IAA17	  (also	  known	  as	  AXR3)	   Arabidopsis	  thaliana	  degron	  protein	  
LB	   lysogeny	  broth;	  Luria	  broth;	  Lennox	  broth;	  
Luria-­‐Bertani	  medium	  
MEN	   Mitotic	  Exit	  Network	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NAA	   1-­‐naphthaleneacetic	  acid	  
NAD+	   nicotinamide	  adenine	  dinucleotide	  
rpm	   revolutions	  per	  minute	  
SAC	   spindle	  assembly	  checkpoint	  
SC	   synthetic	  complete	  
SCD	   synthetic	  complete	  dextrose	  
SCF	  complex	   Skp,	  Cullin,	  F-­‐box	  containing	  complex	  
SCR	   synthetic	  complete	  raffinose	  
SD	   standard	  deviation	  
SDS	   sodium	  dodecyl	  sulfate	  
SDSA	   synthesis-­‐dependent	  strand-­‐annealing	  
SEM	   standard	  error	  of	  the	  mean	  
SILAC	   stable	  isotope	  labelling	  of	  amino	  acids	  in	  
culture	  
SOC	  	   super	  optimal	  broth	  with	  catabolite	  
repression	  (SOC)	  with	  added	  glucose	  
SSA	   single	  stranded	  annealing	  
SSC	   saline-­‐sodium	  citrate	  
TBE	  	   1	  M	  Tris,	  0.9	  M	  boric	  acid,	  and	  0.01	  M	  
EDTA	  
Tris	   trisaminomethane	  
WT	   wild-­‐type	  compared	  to	  mutant	  strain	  
YEP	   yeast	  extract	  peptone	  
YEPD	   yeast	  extract	  peptone	  with	  dextrose	  
YEPG	   yeast	  extract	  peptone	  with	  galactose	  
YEPL	   yeast	  extract	  peptone	  with	  lactate	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